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I. INTRODUCCION
La Peste Porcina Africans (PPA) es una enfermedad virica del 
ganado porcino que présenta un cuadro clinico muy similar al de la 
Peste Porcina Cldsica (PPC), caracterizado por la mortalidad ge n e ­
ralmente elevada, alteraciones vasculares c o n g e s t i v o - h e m o r r d g i c a s , 
transtornos d i g e s t i v e s , respiratorios y nerviosos.
La enfermedad hlzo su aparicidn en Espafia en Mayo de 1960, a 
través de la frontera con Portugal. Los primeros focos se produje- 
ron en cerdos de explotaciones familiares ubicadas en los suburbios
de Badajoz y cuya alimentacidn estaba constitufda por basuras y des^
perdicios de cocina. El traslado de estos animales a diferentes par^ 
tes del pais en pleno periodo de incubacidn, sin d i a g n o s t i c a r , oca- 
siond la rdpida difusidn de la enfermedad a numerosas granjas dedi- 
cadas a la crianza extensiva del cerdo.
I.l. IMPORTANCIA DE LA PPA.
Desde Mayo de 1960 hasta Diciembre del mismo ado se registra- 
ron 631 focos con un total de 119.543 cerdos entre muertos y 
sacrificados. Aunque todos estos focos quedaron e x t i n g u i d o s , 
en los ados siguientes, la enfermedad presentd reactivaciones 
y remisiones en forma enzodtica, en las Areas del Sur y Sur - 
oeste, p r e s e n t A n d o se de forma esporAdica en otras partes del 
pais.
La mayor incidencia de la enfermedad en Espana en los dl - 
timos ados se registrd en 1977, con 1900 granjas afectadas y 
un total de 318.000 animales destruidos. Post e r iormente los 
focos se ban ido reduciendo pr o g r e s i v a m e n t e , siendo en 1981
un total de 300, lo cual represents el menor indice de los dJL
timos ados en nuestro pais.
En 1978 se produjo la mayor difusidn de la e n f e r m e d a d ,ha^ 
ta la fecha, apareciendo focos en Malta, Cerdeda, Brasil, R£  
püblica Dominicana y Haiti y en 1979 un nuevo foco en Cuba. 
Todos estos nuevos focos ocasionaron una situacidn de alarma
sanitaria por el riesgo de que la enfermedad siguiera ex- 
tendiéndose a otros palses de América.
La PPA es una enfermedad que présenta graves problèmes 
sanitarios y econdmicos a los palses afectados. Las enor - 
mes pérdidas econdmicas son consecuencia de la alta conta- 
giosidad y m o r t a l i d a d , asl como de los elevados costes de 
las medidas sanitarias.
Ademés de las pérdidas en animales que tienen que ser 
sacrificados e incineradcs, hay que afladir las indemniza- 
ciones a los ganaderos por el sacrificio obligatorio e iii 
terrupcidn de la actividad en sus granjas, los gastos impo£ 
tantes del control de la enfermedad asl como las perturba- 
ciones en el comercio del cerdo y de sus productos deriva- 
do s .
Aunque es muy diflcil cuantificar las pérdidas totales 
directes e indirectes causadas por el VPPA en los palses 
afectados, las cifras que estos paises ban facilitado nos 
dan una idea de la importancia econdmica de esta enfermedad 
(Sànchez Botija et al, 1980).
En Espaîia, desde 1960 a 1979 fueron destruidos a causa 
de la PPA, 2.753.000 cerdos. El costo de las indemnizacio- 
nes en este periodo fué de 4.606 millones de pesetas y el 
nümero de granjas afectadas fue de 23.500.
En Portugal, en el periodo de 1957 a 1978, se destruye- 
ron 866.000 cabezas de ganado (44,8% de su censo) con unos 
gastos de indemnizacidn de 11.925.000 ddlares USA, siendo 
el total de granjas afectadas de 28.000.
En Italia, en el foco de 1967 fueron destruidos 100.000 
cerdos. El foco aparecido en CerdeAa en 1978 ocasiond 50 
millones de ddlares en pérdidas directas e indirectas.
En Cuba, durante 1971, se sacrificaron 470.000 cerdos y 
en el reciente foco de 1979 tuvieron que ser sacrificados 
otros 1 2 0 .0 0 0 .
En el foco de 1978 en Malta se sacrificaron 80.000 cer - 
dos. En Brasil, entre Mayo de 1978 y Marzo de 1979 fueron s_a 
crificados 66.550 cerdos. Por ültimo, en la Repdblica Dominai 
cana desde 1978 a 1979 se perdieron 270.000 cerdos entre mue_r 
tos y sacrificados a causa de la PPA.
La falta de una vacuna eficaz es un problems fundamental 
para luchar contra esta enfermedad. A pesar de los diferen - 
tes intentos realizados, dentro y fuera de nuestro pals, p a ­
ra obtener una inmunizacidn contra el VPPA mediante virus 
inactivados o atenuados (Manso Ribeiro et al., 1963, Sânchez 
Botija, C ., 1963, Coggins et al., 1968 y Bommeli, W., et al., 
1981) hasta la fecha no se ha tenido el éxito esperado.
Las vacunas inactivadas preparadas con virus inactivados 
con diferentes productos qufmicos y administrados con y sin 
adyuvantes, no producen anticuerpos neutralisantes aunque si 
précipitantes, fluorescentes y fijadores del complemento, 
sin capacidad protectors.
Las vacunas vivas, preparadas con virus atenuados m e d i a n ­
te pases por cultivos celulares producen una ligera infeccidn 
y confieren proteccidn frente al virus homdlogo virulente, p£ 
ro no frente a virus heterdlogos. El grado de resistencia 
frente al virus homdlogo virulente parece depender del grado 
de la virulencia residual del virus vacunal. Asi, a mayor v_i 
rulencia, mayor proteccidn. De ahi que las cepas muy atenua- 
das confieren inmunidad solamente a una parte de los animales 
vacunados o no protegen a ninguno. Asi mismo, los animales v£ 
cunados que resisten la prueba con el virus homdlogo viru l e £  
to pueden presenter lesiones macroscdpicas de tipo crdnico 
al sacrificio, mientras que otros no pre sentan ninguna. La
falta de repetibilidad de estos fenômenos es una caracterls- 
tica de todos los ensayos realizados hasta la fecha.
Con el fin de fomentar las investigaciones para obtener una 
vacuna eficaz contra esta devastadora enfermedad, la PAO y la 
CEE, en sus diferentes reuniones de 1978 y 1979, acordaron r£ 
comendar y estimular las investigaciones sobre la caracteriz£ 
cidn del virus de la PPA y la respuesta inmune como camino ir» 
dispensable para conseguir la tan necesaria vacuna.
1.2. ETIOLOGIA DE LA PPA.
En los ültimos ados se ha conseguldo un gran avance en el 
c o n o c i m i e n to del virus de la PPA, tanto en su estructura 
primaria y antigénica como en su biologie molecular.
Desde los trabajos de Haag et al, (1965), Plowringht et 
al, (1966), Adlinger et al, (1966) y Breese et al, (1966), 
se conocia que el âcido nucleico del VPPA es d e 1 tipo DMA 
con simetria icosaédrica y ensamblaje en el citoplasma. Los 
trabajos de Enjuanes et al, (1976) d e mostraron que el DMA 
es lineal de doble cadena y peso molecular de 1 0 ® daltons. 
Posteriores trabajos de Tabarés et al, (1979) demostraron 
que el DMA se sintetiza en el nücleo de las células infecta^ 
das desplazândose pos teriormente al citoplasma celular d o n ­
de, como ya se habia descrito, se ensambla.
Los primeros trabajos sobre la caracterizacidn de las 
proteinas del VPPA fueron realizados por Black et al, (1976) 
y Vigario et al, (1977) los cuales caracterizaron un total 
de cinco proteinas. Posteriores trabajos de Tabarés et al, 
(1980) utilizando nueva tecnologia identificaron y caracte- 
rizaron 28 polipéptidos en el virus i n t r a c e l u l a r , con pesos 
moleculares que oscilan entre 11.500 y 243.000 daltons. Ca- 
torce de estos polipéptidos han sido localizados en la en - 
vuelta siendo très de ellos g l i c o p r o t e i n a s . Desde el punto 
de vista antigénico frente a un suero hiperinmune han sido 
c a r a c t e r i z a d o s , por este mismo autor, un total de seis po 1£  
peptidos con pesos moleculares de 172.000, 162.000, 146.000
73.000, 34.000 y 12.000, siendo la proteina mayoritaria la 
de peso molecular 73.000 daltons (VP 73).
U l t i m a m e n t e , la proteina m a y o r i t a r i a , VP 73, ha sido pu 
rificada a partir de células infectadas, siendo utilizada 
como antigeno en el método ELISA indirecto con resultados 
muy satisfa c t o r ios (Sànchez-Vizcaino et al. 1981, Tabarés et 
al., 1982). Esta misma proteina fue inoculada a cerdos para 
estudiar su capacidad de proteccidn frente al VPPA virulen-
to, pero los resultados han demostrado que, aunque es muy 
antigénica, los anticuerpos inducidos por ella no protegen 
frente al virus (Tabarés et al., 1981).
En los recientes trabajos sobre la caracterizacidn del g£ 
noma viral de diferentes cepas del VPPA (Lisboa 60, V-63,Ha^  
ti, Brasil y Repdblica Dominicana) mediante enzimas de res - 
triccidn, Wesley et al, (1981) han demostrado la pos ibilidad 
de utilizer esta tecnologia para la caracterizacidn y dife - 
renciacidn de cepas viricas.
1.3. INMUNIDAD DE LA PPA.
Los conocimientos sobre los raecanismos inmunitarios que ti£ 
nen lugar en la infeccidn tanto natural como experimental 
por el virus de la PPA actualmente todavia presentan gran­
des lagunas respecto del efecto del virus sobre las células 
del sistema inmune, de la respuesta humoral y de base celu­
lar, y de la inmunopatologla de esta enfermedad.
Desde los primeros trabajos realizados por De T r a y ,(1957) 
se observd, en el transcurso de la infeccidn por VPPA, una 
marcada leucopenia linfocftica con un considerable aumento 
de los polimorfonuc 1 e ares neutrdfilos, lo que sugeria que 
los linfocitos y monocitos eran afectados por el VPPA no sieti 
do los p o l i m o r f onucleares. Trabajos posteriores han confir- 
mado estos hallazgos. Asi,Malmquist et al, (1960) ponian de 
manifiesto que el VPPA cultivado en leucocitos de cerdo afe£ 
taba a los monocitos produciendo el efecto de hemoadsorcidn 
con los eritrocitos d e 1 mismo cerdo y posterior efecto cito- 
pâtico. Esta observacidn ha tenido una enorme importancia 
posterior como método de aislamiento e identificacidn del 
VPPA. Los trabajos de Wardley et al, (1977) también pusieron 
de manifiesto la accidn del virus de la PPA sobre los linfo­
citos, mientras que Enjuanes et al, (1977) confirmaban la a£ 
cidn del VPPA sobre los monocitos porcinos asi como de otras 
e specie s animales.
El estudio de la respuesta humoral durante la infeccidn 
de VPPA en los primeros focos europeos fué prâcticamente im 
posible de re a l i z a r , dado que los animales morian en p é rio­
des de tiempo tan cortos que no tenian tiempo para la pro - 
duccidn de ningün tipo de respuesta. Poco a poco esta situa 
cidn fue cambiando de forma natural, al igual que aparecie- 
ron las primeras cepas atenuadas de VPPA en el laboratorio. 
Asi, en los trabajos de Malmquist et al, (1963) se pone de 
manifiesto la presencia de anticuerpos inhibidores de la h£ 
moadsorcidn y précipitantes. Este mismo autor comunica la 
supervivencia de animales a la infeccidn de VPPA con vire - 
mia persistante y presencia de anticuerpos.
Repetidos ensayos en varios laboratories confirmaron que 
los cerdos supervivientes de la infeccidn natural o de la 
'infeccidn experimental con cepas pareialmente atenuadas g e ­
neralmente resisten la re infeccidn con el virus homdlogo v^ 
rulento, pero no resisten las cepas de virus heterdlogos, 
quedando la mayoria de los animales como p o r t adores. El me- 
canismo de esta resistencia parece ser independiente de los 
anticuerpos neutralizantes (Coggins et al., 1968, De Boer 
et al., 1969) aunque si fueron detectados anticuerpos inhi­
bidores de la hemoadsorcidn (Malmquist et al., 1963), prec^ 
pitantes (Coggins et al., 1968) y fijadores de complemento 
(Cowan et al, 1961). La significacidn funcional de estos an 
ticuerpos no ha podido todavia ser determinada.
La falta de anticuerpos neutralizantes frente a VPPA pa - 
rece estar mâs relacionada con el virus en si que con la ca­
pacidad de respuesta del cerdo, ya que en los trabajos de De 
Boer et al, (1967) se demostrd que durante una infeccidn de 
VPPA los cerdos podlan producir anticuerpos neutralizantes 
frente al virus de la Fiebre Aftosa. Por otra parte, en nin­
guna de las especies animales inoculadas hasta la fecha con 
el VPPA (cobaya, conejo, cabra, oveja y caball o ) se han pod^ 
do detectar anticuerpos neutralizantes.
Pan et al, (1970) y Hess et al, (1977) han observado una 
marcada hipergamaglobulineraia durante la infeccidn con VPPA 
parcialmente atenuado, que ha sido explicada como consecuen­
cia de la infeccidn persistante.
Todos los autores hasta la fecha parecen coincidir en que 
el sistema humoral no se encuentra alterado durante las in- 
fecciones crdnicas de VPPA y que la falta de anticuerpos neu 
tralizantes debe ser explicada en funcidn de las caractères 
ticas propias del viruS.
En el ârea de la inmunidad de base celular, durante la
infecci<5n con VPPA, son muy pocos los trabajos realizados 
hasta la fecha.
Shimizu et al, (1977) estudiaron la respuesta inmunita - 
rla de base celular en cerdos Inoculados p a r a l e lamente con 
cl virus Lisboa 60 parcialmente atenuado y el Corynebacte - 
rium tuberculoso. La técnica que utilizaron estos autores 
fué la Inhibicidn de la emigracidn leucocitaria frente al ari 
tigeno especlfico y los resultados demostraron que la res - 
puesta de base celular se mantenla normal durante la infec- 
cidn con este virus de PPA. Todos los cerdos respondieron 
tanto al antigeno preparado con el virus Lisboa 60 como al 
Corinebacterium.
Hess et al, (1977) en un estudio sobre algunos pardmetros 
de la respuesta humoral y de base celular en cerdos adultos 
inoculados con el virus de PPA Lisboa 60 parcialmente atenua 
do, observaron una marcada linfocitosis acompahada de fluc- 
tuaciones en nümero de los linfocitos T y B de la sangre, al 
ser los cerdos inoculados con el mismo virus virulento. La 
linfocitosis la relacionaban con el aumento de las células 
"null" y su conclusion fue que la respuesta de base celular 
no se encuentra significativamente alterada en esta infec - 
c i O n .
Wardley et al, (1980) estudiaron la respuesta de base ce^  
lular en cerdos inoculados con cepas de alta virulencia (K^ 
rawira) y de baja virulencia (Uganda). Cuantificaron las p£ 
blaciones linfocitarias T y B mediante los receptores de su^  
perficie especlficos de cada célula y la capacidad funcio - 
nal de los linfocitos la estudiaron mediante la técnica de 
la transformaciOn blâstica frente a mitOgenos y al antigeno 
especlfico de PPA. Los resultados demostraron una leucope - 
ni-i linfocltica mâs marcada en los linfocitos B que en los 
T. La respuesta blâstica a los mitOgenos se encontraba mâs 
deprimida en las células B que en las T, en cuanto a la in -
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ducclOn blâstica especXfica en los cerdos inoculados con 
las cepas avirulentas, observaron una respuesta significa 
tiva frente alantigeno de PPA, no produciéndose ningûn ti- 
po de respuesta en los linfocitos de Jos cerdos inoculados 
con la cepa virulenta.
No existe ningûn trabajo dedicado al estudio de la res - 
puesta fagocltica durante la infeccidn de VPPA, ni tampoco 
el papel que las linfoquinas puedan jugar como mécanismes 
defensives frente al VPPA.
Tampoco en el ârea de la Inmunopatologla existe ningûn 
trabajo dedicado a las infecciones por VPPA.
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1.4. OBJETIVO Y JUSTIFICACION.
Esta Tesis tiene como objetlvo el estudio de algunos fendme^ 
nos Inmunoldgicos mâs significativos de la respuesta inmu - 
ne frente a las infecciones viricas, que no hablan sido ex- 
plorados hasta la fecha en la Peste Porcina Africana.
Hace unos ahos la respuesta inmune a las infecciones v i r ^  
cas era relacionada ilnicamente con la producciôn de anticuejr 
pos. Posteriores o b s e r v a c i o n es aportaron nuevas informacio - 
nes respecto a dicha respuesta. As I por ejemplo, en la espe- 
cie humana se comprobO que individuos con una deficiencia 
congénita en la produccidn de anticuerpos, eran susceptibles 
a las infecciones con el virus de la Polio pero resistian bien 
las infecciones por otros virus. Por el contrario, aquellos 
que presentaban una respuesta humoral normal pero deficiencia 
en la respuesta de base celular, no eran susceptibles al vi - 
rus de la Polio, pero si a otros virus como Herpes simples, 
V a r i c e l l a - Z o s t e r , y Citomegalovirus (Cooper, M.D. et al.,
1968) .
En los animales de experimentaciOn se ha podido demostrar 
en la infeccidn por virus Cosackie que los anticuerpos trans- 
feridos pueden detener la citada infeccidn ( R a g e r-Zisman, 
et al., 1973), mientras que en el caso de una infeccidn por 
Herpes simple se necesita transferir macrdfagos o linfocitos 
T de un animal ya recuperado (Rager-Zisman., 1976).
Hoy d£a se admite que la respuesta frente a los virus es 
un conjunto de componentes humorales, celulares y fagoclti- 
cos que estân correlacionados entre ellos dependiendo de la 
naturaleza del virus, via de infeccidn y de la relacidn hu é ^  
ped virus (Olgra, P.L. et al., 1975).
Uno de nuestros primeros objetivos fué el poder caracte- 
ri ar la leucopenia linfocitica que se produce durante la in 
feccidn con VP P A  determinando el tipo de subpoblacidn afec- 
tada.
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Se conocla desde los trabajos de Katz, D, (1977) que, en 
virtud de sus receptores especlficos de membrana y de a l e r ­
tas funclones, existlan, al menos, dos subpoblaciones llnfo ' 
citarlas. De una parte las células T, que han madurado en el 
timo y son las responsables de los fendmenos de inmunidad ce^  
lular e hipersensibilidad retardada. De otra parte los llnfo^ 
citos B, a los que se considéra responsables de la inmunidad 
humoral y la hipersensibilidad inmediata.
Por lo que respecta al cerdo los linfocitos T han sido 
bien caracter I z ados. Se ha observado que, también en esta es^  
pecie, el linfocito T forma rosetas con los eritrocitos de 
carnero (Escajadillo et al., 1975). Se ha descrito por otra 
parte, que los linfocitos T pueden ser diferenciados por la 
capacidad citotdxlca de un suero de oveja anti-timocitos (S][ 
mons et al., 1980).
Funcionalmente los linfocitos T porcinos han sido carac - 
terizados "in vitro" mediante la transformacidn blâstica fren 
te a les mitdgenos Fitohemaglutinina, Pokeweed y Concavalina 
A (Buschmann, H. et al., 1980). De todos ellos, es la Fitohe^ 
glutinina la que induce una mayor estimulacidn blâstica.
Aslmismo los linfocitos B del cerdo han sido caracteriza- 
dos al igual que en otras especies por poseer Inmunoglobull- 
nas de superficie (Binns et al., 1974) (Shimizu et al., 1976). 
También se ha podido demostrar en estos linfocitos la presen 
cia de receptores para la porcidn Fc de las Inmunoglobulinas 
(Binns et al., 1974).En cuanto a la respuesta funcional me - 
diante la técnica de b l astogénesis, ha sido descrlta por S y ­
mons et al, (1979) y Symons et al, (1980) la capacidad de e^ 
tos linfocitos para responder frente al Lipopolisacârido 
(LPS) de E. Coll.
Sobre la base de la informacidn antes expuesta y utilizan- 
do la tecnologfa adecuada hemos intentado caracterizar la leia
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copenia linfocitaria induclda durante la infeccidn de VPPA 
con los diferentes virus utilizados.
Otro de nuestros objetivos era comprobar si la infeccidn 
por VPPA segula patrones semejantes a los de otras infeccio 
nes viricas respecte a la aparicidn secuencial de las di f e ­
rentes clases de inmunoglobulinas. Hormalmente, en las infec^ 
clones viricas la respuesta inicial en la produccidn de ant^ 
cuerpos es la aparicidn de la inmunoglobulina XgH, la cual 
es secuencialmente reemplazada por ZgG tal y como ya fué de^ 
mostrado por Brown et al, (1959) en vacas infectadas con el 
virus de la Fiebre Aftosa, apareciendo también otras inmuno­
globulinas tales como IgA e IgE, aunque la presencia de es - 
tas ültimas v a ria notablemente de un virus a otro.
En el cerdo las inmunoglobulinas que han sido relaciona - 
das con la respuesta inmune, son principalmente IgM e IgG a 
nivel sistémico y la IgA a nivel local (Porter et a l . , 1972).
Las inmunoglobulinas de la clase IgG presentan un coeficiente 
de sedimentacidn de 7S y es cuantitativamente la mâs impor­
tante en esta especie animal. Se han e n c o n t r a d o , al menos, 
cuatro diferentes subclases que presentan diferencias antig^ 
nicas y f I s i c o - q u i m i c a s . De estas subclases, la IgGl e IgG2 
aparecen en forma m a y o r i t a r i a .
La inmunoglobulina porcina IgM présenta un coeficiente de 
sedimentacidn de 195 y se encuentra en menor proporcidn que 
la IgG, r e p r e s e n t a n d o , aproximadamente el 5% de la cantidad 
total de inmunoglobulinas séricas y calostrales (Porter et 
al., 1972).
También se ha descrito en esta especie animal la inmuno - •*
globulina IgA, que se encuentra en la mayoria de las secrec- 
ciones naturales exocrinas, tanto en su forma monomérica c o ­
mo en su forma de complejos de IgA,
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En este trabajo, y mediante la técnica inmunoenzimâtica 
ELISA y la liberaciôn de PAF de los basdfllos, hemos aborda 
do la deteccidn y valoracidn de la produccidn de IgM e IgE 
especifica, en la infeccidn por algunos de los virus de la 
PPA utilizados en este trabajo, con el fin de obtener infor 
macidn sobre dichas inmunoglobulinas no estudiadas hasta la 
fecha en esta enf e r m e d a d .
Otro importante objetivo en la planificacidn de esta te - 
sis era estudiar algunos aspectos de la respuesta de base ce^  
lular que todavfa segulan oscuros o no e s t u d i a d o s . La Impqr 
tancia que la inmunidad de base celular présenta en las en- 
fermedades viricas fue puesta de manifiesto por Allison,A.C. 
(1971 y 1972). Este autor demostrd la presencia de reaccio - 
nes de hipersensibilidad tras una inyeccidn intradérmica de 
virus en un animal infectado previamente. Transfirid reacci^ 
nes de hipersensibilidad de un animal sensibilizado a otro 
animal normal mediante células inmunes y no mediante suero. 
Pudo inducir transformaciôn linfoblâstica en los linfocitos 
de un animal sensibilizado con un virus al poner los citados 
linfocitos en contact© con el antigeno vlrico e s p e c l f i c o .Por 
dltimo, observé la Inhibicién de los macréfagos en presencia 
del antigeno especlfico.
Otras evidenclas d e 1 papel que la inmunidad de base celu - 
lar juega en la proteccién frente a las enfermedades viricas 
ha sido obtenido de estudios cllnicos de enfermos con hipogam 
maglobulinemia congénita y respuesta de base celular normal, 
los cuales solo presentaban especial sensibilidad al virus de 
la Polioroielitis (Chang et al., 1966), mientras que, por el 
contrario, enfermos con deficiencias en la respuesta de base 
celular y con respuesta humoral presentan gran sensibilidad 
al virus de la vacuna (O'Connell et al., 1964),Herpes (Krets^ 
chmer et al,, 1 9 6 9 ) Varicela (Lux et al., 1970) y Citomega­
lovirus (Miller et al., 1967).
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La Ifflportancla de la inmunidad de base celular como meca 
nismo de defensa frente a las infecciones viricas ha sido 
también demostrada en los animales de e x p e r i mentacién. A n i ­
males timectornizado s o tratados con sueros anti l i n focitos T 
aumentan su susceptibilidad frente a las infecciones viricas. 
Estos* mlsmos animales han servido para poder conocer mejor 
la célula principal de este tipo de respuesta inmune, el lin 
focito T.
De acuerdo con Allison, A.C. (1972) hay, por lo menos,très 
mecanismos por los cuales la inmunidad de base celular podria 
protéger contra las infecciones viricas: (1) Transformacidn
blâstica de los linfocitos, inducida por el antigeno que llje 
V 3 i '.a a la produce idn de Inter ferdn y otras linfoquinas, asi 
como disponer de mayor nümero de células a c t i v a s . (2) Activa - 
cidn de los Macrdfagos incrementando el nümero de enzimas 1^ 
sosomales y la capacidad de fagocitosis lltica de estas célu 
l a s . (3) C i toto x i c idad mediada por linfocitos frente a célu - 
las diana con antigenos de superficie. De dichos mecanismos 
de inmunidad celular segün Allison, el estudio de los dos pr_i 
meros (transformacidn blâstica de los linfocitos y a c t ivacidn
de losmacrdfagos) en esta e n f e r m e d a d , han sido as! mismo o b ­
jetivos de este trabajo para ampliar la informacidn sobre el 
mecanismo inmunitario de base celular sobre el que todavia
existen escaso nümero de p u b l i c a c i o n e s .
Con relacidn al estudio de la capacidad funcional de las 
células fagociticas (macrdfagos y polimorf o n u c l e a r e s ) en las 
infecciones virales es conocido que dichas células presentan 
receptores en sus membranas para el fragmento Fc de la inmu­
noglobul ina G y para el fragmento C3b de la fraccidn tercera 
d e 1 complemento. Mediante los cuales son activadas y se de - 
sencadena el proceso fagocitico con sus diferentes fases de 
adherencia, e n g l o b a m i e n t o , desgranulacidn y digestidn.
En las infecciones viricas parece ser el monocito la célu
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la fagocltica que juega el papel protector mâs importante 
(Allison, A.C. et al., 1974). Esta célula actûa principal - 
mente eliminando los inmunocomplejos mediante su ac t ivacidn 
a través de su receptor para Fc de la inmunoglobu1ina G o 
por los receptores para la fraccidn del complemento. Gracias 
a estos mecanismos el inmunocomplejo es fagocitado y eliml- 
nada la posible a c t ividad residual del virus. Este mecanis­
mo, no obstante, parece no ser muy efectivo en las infeccio 
nes por virus que presentan tropismo selectivo por el mono­
cito, taies como en la Coriomeningttis Linfocitaria y en la 
Anemia Infecciosa Equina.
Dada la grau importancla que este mecanismo fagocitico 
présenta en las infecciones viricas su estudio en la Peste 
Porcina Africana en fermedad en la que no existla informacidn 
al respecto ha sido otro de los objetivos que justifican e^ 
ta tesis.
De igual forma y dado el carâcter persistente de la infec 
cidn por el virus de la PPA, inclulmos en nuestro trabajo el 
estudio "in vitro" de la infeccidn selectiva por dicho virus 
sobre las poblac iones ce lu lare s purificadas de macrdfagos  ^
polimorfonucleares.
Finalmente, otro objetivo que justifica la tesis fue estu 
diar en la PPA algunos aspectos inmunopatoldgicos Importan - 
tes en la patogénesis de otras infecciones viricas con infe£ 
cidn persistantes y que en esta enfermedad del cerdo no ha - 
blan sido estuoiados hasta la fecha. A este respecto debemos 
recordar la observacldn clâsica de la presencia simulténea 
de virus y anticuerpos en la sangre durante la infeccidn por 
e 1 virus de la PPA (Malmquist et al., 1963, De Boer et al., 
1967; Coggins et al., 1968). Dicha observacidn ha sugerido 
la pos ibilidad de-la formactdn de inmunocomplejos circulan - 
tes y de depdslto con el cons igu ien te consumo de complemen­
to . Estos hechos justifican los estudios realizados en es-
1 7
Le trabajo para comprobar la posible disminucidn del com - 
plemento circulante asi como los depôsitos de inmunocompl£ 
jos a nivel del rinôn.
Respecto al importante fendmeno de la deposicidn de los 
inmunocomplejos recordaremos que Benveniste et al, (1974 y 
1977) pusieron de manifiesto, en el conejo, la presencia con 
corn i tante de reacciones de hipersensibilidad inmediata y de 
reacciones por i n m unocomplejos, coraprobândose que para que 
los inmunocomplejos se deposi taran en lar estructuras vascul£ 
res del rindn se necesitaba la colaborac idn de cier tas ami - 
nas vasoactivas que eran liberadas a nivel local (Benvenis­
te et al., 1972 y 1974.,Cochrane et al., 1963 y 1973; Hen - 
son et al., 1977; Knicker et al., 1968). Dado que las célu­
las circulantes con mayor cantidad de aminas vasoactivas son 
los basdfilos y las plaquetas (Nachman et al., 1972 y Waal- 
kes et al., 1959), estas células son consideradas de gran 
importancla en la liberaciôn de las aminas.
Por todo lo anteriorraente mèneionado hemos incluldo e£ 
tre los objetivos de la tesis los estudios para poner de m£ 
nifiesto si en esta infeccidn se encontraba paraleli smo en­
tre los inmunocomplejos de depdsito y la liberaciôn de ami­
nas vasoactivas, a partir de las células citadas, como con- 
secuencia de una reaccidn de hipersensibilidad inmediata, 
empleando para ello la metodologfa descrita por Benveniste 
et a l , (1972) .
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II. MATERIAL Y METODOS. 
II.1. ANIMALES DE EXPERIMENTALION.
En la realizacidn del presente trabajo se han utilizado un 
total de cincuenta cerdos adultos y veinticinco lechones C£ 
yas caracterIStleas se exponen a c o n t i n u a c i d n .
A d u l t o s ; Los cerdos adultos eran de la raza Large White- 
L a n d r a c e , con pesos comprendidos entre los 40 y 45 kg. 
Estos animales se encontraban en perfectas condlclones sa 
nitarias y no- hablan sido vacunados frente a ninguna enfejc 
medad.
L e c h o n e s : Los veinticinco lechones fueron obtenldos de
cuatro cerdas gestantes mediante cesârea y no fueron al^ 
mentados con calostro.
Todos los animales fueron dtvididos de la siguiente for - 
ma :
Primer g r u p o ; Quince cerdos adultos fueron inoculados con 
el virus de la PPA EspaAa 75 parcialmente atenuado (II.5.1 
utilizândose otros diez adultos como contrôles.
Las muestras para realizar los diferentes andlisis fu£ 
ron tomadas seraanalmente siendo la duracidn total del ex- 
perimento de cinco semanas.
Segundo g r u p o ; En este trabajo se estudiaron otros veiii 
ticinco cerdos adultos. En esta ocasidn se dividieron en 
grupos de cinco, Inoculândose con virus aislados en la R£ 
pdblica Dominicana (RD), Brasil (Br), Lisboa 60 (Lib 60) 
y Espaha 79 (Esp 79). (II.5.1.). Uno de los grupos se d£ 
jd como control.
Las muestras para efectuar los anâlisis fueron tomadas 
en este grupo cada 4 dias y la duracidn total de estos
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trabajos fue de 2 2 dlas.
Tercer g r u p o ; Para realizar los experimentos de este 
tercer grupo se utilizaron veinticinco lechones, los cu£ 
les fueron distribuidos e inoculados igual que en el se­
gundo grupo. La duracidn de estos trabajos fue de 10 










Alsever Sol. Microbiological Associates.
Azul de Tripan (0,01%) . Sigma Chemical Comp.
Cetrimida. Sigma Chemical Comp.




Fitohemaglutinina (PHA) . Grand Island Biological Corp. 
Fosfato Disddico. Merck.
Formol, Merck.
Gelatina (2,5%). Sigma Chemical Comp.
Glutamlna 2 m H . Flow Lab.
Bank's, Solucidn de. Microbiological Associates. 
Beparina. Laboratories LEO.
Hepes. Flow Lab.
IgG de donejo anti-inmunoglobulinas totales de cerdo - 
marcada con isocianato de fluoresceina (1/5) . Cappel L£ 
b o r a t o r i o s .
IgG de Conejo anti-C3 de cerdo marcada con Isocianato - 
de fluoresceina (1/8). Cappel Lab.
IgG de Conejo anti-IgG (H + L) porcina marcada con Hor­
se Radish Peroxidase (1/2000). Nordic Lab.
IgG de conejo anti-IgM (Fc) porcina marcada con Horse - 
Radish Peroxidase (1/1000) . Nordic Lab.
IgG de conejo_anti-VPPA marcada con isocianato de fluo­
resceina INIA (Dr. A. Ordas)
Latex (Bacto-Latex 0,81). Difco Lab.
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L i p o p o l i s a c â r ido de E. coll (LPS). Sigma Chemical 
C o m p .
Lymphomedlx. Laboratories Blomedics.
Naranja de Acridina (0,01%). Sigma Chemical Corp. 
Neuroam i n i d a s a  (2UI/ml). Behring Institute. 
Ortophen i l e d i a m i n e  ( O P D ) . Sigma Chemical Corp. 
Paranitrofenll Fosfato. Merck.
Pokeweed Mitogen ( P W M ) . GIBCO Lab.
RPMI-1640. Flow Lab.
Seroalbümina Bovina (BSA). Sigma Chemical Corp. 
Serotonina Tritiada. Nuclear Ibérica.
Suero Fetal Bovino. Microbiological Associates. 
Timidina Tritiada. Nuclear Ibérica.
Trombina (iOUl/ml ). Sigma Chemical Corp.
Tris. Sigma Chemical Corp.
Toluol. Merck.
Tween 20. Merck.
Verde Metilo. Sigma Chemical Corp.
Zymosan A de levadura de cerveza. Sigma Chemical Comp
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II.3. SOLUCIONES QUIMICAS.
PBS BÜFER 1 Ox
POjHNag ......................   10,93 g
PO^HgNa . HgO ...................  3,65 g
ClNa .............................. 74,00 g
Agua destilada ..............  1.000 ml
Ajustar pH a 7,2 
conservar a 49 c
SOLUCION DE FAGOCITOSIS (Base)
C l N a .................... g/l (a)
ClK ................... . 9/1 (b)
clMg .................. ....... 4,25 9/1 (c)
Cl2Ca ............ .......  5,70 9/1 (d)
Tris .................. ........  24,22 9/1
solucidn de lavado de fagocitosis:
50 ml (a) mâs 50 ml (b) mâs 4,77 g Hepes mâs 2,5 g 
BSA mâs 1 g de glucosa. Agua destllada (100 ml).AjU£ 
tar pH a 7,4.
solucidn de incubacidn de fagocitosis.
50 ml de (a) mâs 50 ml (b) mâs 50 ml (c) mâs 50 ml 
(d) mâs 4,77 g de Hepes mâs 2,5 g BSA mâs 1 g g l u c o ­
sa. CSP 1 litro. Ajustar pH a 7,4.
SOLUCION LAVADO ELISA
Tween 20..........................  0,5 ml
solucidn sa 1 ina 0,85%    1.090 ml
conservar a 49 C
PBS TWEEN 20
ClNa ...... T. . . ........ ....... 8,0 g
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PO^HgK ............. ,.............  0 , 2  g
P 0 j N à 2 l2 HgO ..................  2,9 g
ClK .............................. 0,2 g
Tween 20 .■.......................  0,5 ml
Agua destllada ................ 1.000 ml
Ajustar pH a 7,4. Revisar antes de usarlo 
Conservar a 49 C
BUFER CITRATO
=2° .................  2-'4 9
P0 ^HN » 2  ZHgO ...................  3,54 g
Agua destllada .................  400 ml
Ajustar a pH 5.
Conservar a 49 C
SOBSTRATO
O r tofeniIdlamina : 40 mg en 100 ml de bufer citrato mâs 
40 microlitros de agua oxigenada al 
30% .
CARBONATO BUFER
CO^Na^ ..........................  1,59 g
COgHNa ...........................  2,93 g
Agua destllada  ..............  1 .000 ml
Ajustar pH a 9,6. Revisar antes de usarlo 
Conservar a 49 C
SOLUCION ACD
Acido Citrico .................  8,0 g
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Citrato sddico .............    22,0 g
Glucosa ............................  24,5 g
Agua destilada ......    1 .000 ml
Usar 1 ml de ACD por cada 5 ml de sangre 
SOLUCION DE TYRODE
Todas estas soluciones deben de hacerse el mismo dia- 
de su uso:
a) Solucidn base:
ClNa  ...............   . 8,0 g
ClK ...................    0,195 g
COgHNa ..................... 1,02 g
ClgMg X GHgO ............. 0,213 g
ClgCa  ................. 0,145 g
Glucosa   1 g
Agua destilada   1.000 ml
Ajustar pH a 7,2
b) Tris-Tyrode:
Igual que ( a ) , pero sustituyendo el CO^HNa por - 
0,01 M Tris.
c) G e l a t i n a - T y r o d e :
Igual que ( a ) , pero subiendo la concentracidn de 
gelativa a 2,5 g/1
d) Tris-Tyrode BSA:
Igual que ( b ) , pero cambiando la concentracidn de 
BSA, en este caso, 2,5 g/1
e) Gelatina-Tyrode sin calclo:
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Igual que (c) , pero sin calcio y ajus tando el PH 
a 6,5.
f) Gelatina-Tyrode sin calcio y con EGTAt 
Igual que (e) pero con 0,1 mM de E G T A .
g) Tris-Tyrode sin calcio ni magnesio:
Igual que (b) pero sin Ca y Mg
h) Tris-Tyrode sin calcio ni magnesio y con EGTA: 
Igual que (g) pero con 0,1 mM de EGTA.
FIJACIOM PARA ESTERASAS
PO^HNa 12 HgO .................. i...........  50 mg
PO^HgK ....................................  1 0 0  mg
Acetona pura .................................  45 ml
Formol puro .................................  25 ml
Agua destilada ............................... 30 ml
Ajustar pH a 6 , 6
TINCION ESTERASAS
a) Bufer fosfato 1,15 M pH 7,6
PO^H^Na ................................  8,7 ml
POjHgK ..................................  1,3 ml
b) 10 mgr de a( Naftil aûetato en 0,5 ml 
de Etilen gliaol monometil eter.
c) Pararrosemilina Hecezotiazada .. 0,6 ml
LIQUIDO DE CENTBLLEO
2,5-PPO ....................................  6 g
Dimetil-POPOP ............................  0,2 g
Toluol .................    1 .000 ml
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II.4. ACCESORIOS Y APARATOS.
Centrlfuga 49 C JOUAN (E-95)
Colector celular Mash II. Microbiological Associates 
Colorimetro Multieskan. Flow Lab.
Contador celular Celloscope 101. Linson Instrument. 
Contador de particules beta. Beckman Instruments. 
Falcon estêriles 25, 100. Corning.
Filtros de fibra de vidrio. Reere Angel.
LAmpara u l t r a v i o l e t a . E-Stlvania G15TS.
Lavador ELISA. Dynawasher. Dynatech.
Microscopio de fluorésceneia y Optico. Leitz. Labor 
lux 1 1 .
Microscopio I n vertido. Unidn. MIC 3-445.
Microtomo de co n g e l a c i d n . Beckman.
Micropipetas Multicanal. Flow Lab.
Plaças Microtiter M-129 B. Dynatech.
Plaças Microtiter estêriles M-127 T C . Dynatech.
Tubos Leighton.
Tubos estêriles de (3 y 12 ml) Soria Greiner.
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II.5. INOCULO VIRICO.
para estudiar las posibles variaciones inmunoldgi- 
cas en funcidn de la virulencia y tipo de virus se u t i l i ­
zaron diferentes aislados del VPPA cuyas caracteristicas 
mâs significativas se exponen a con t i n u a c i d n :
En el primer grupo de experiencias los animales fu£ 
ron inoculados con el Espafta 75 atenuado, para su atenua - 
cidn el virus fue inoculado primeramente en leucocitos de 
cerdo normal, produciéndose una total destruccidn de estos 
en 48 horas. El sobrenadante infeccioso, libre de restos - 
celulares, fue seguidamente inoculado en la linea celular 
CVj (Kidney African Green Monkey) donde se realizaron c u a ­
tro pases consécutives, utilizando el sobrenadante del d l ­
timo pase para su inoculacidn en la linea celular V E R O ,rea 
lizândose très pases mâs en esta Ultima. El sobrenadante 
del Ultimo pase era inoculado en leucocitos normales de ce£ 
do, donde se realizaron dos pases para evitar asi los posi 
bles antigenos celulares de las mencionadas lineas. El so­
brenadante del Ultimo pase sobre los leucocitos fue u t i l i ­
zado como indculo infectante. La inoculacidn se realizd iri 
tramuscularmente, la dosis era de 10®»^ UHA^ q en un volU - 
men total de dos m i l i l i t r o s .
En el segundo y tercer grupo de experimentos se ino- 
cularon aislados procédantes de la RepUblica D o m i n i c a n a ,Bra
sil, Lisboa 60 y Espafia 79. Las dos primeras consideradas
de baja virulencia en cerdos adultos, y las dos segundas de 
alta virulencia. Estos aislados solo sufrieron un pase por 
leucocitos en el laboratorio.
Las dosis inoculadas tanto a los cerdos adultos como 
a los lechones fueron;
RepUblica Dominicana   10^'^ (UHA^q )
Brasil   10^'^ (UHA^q )
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Lisboa 60   10*'^ (UBA,,„)50'
Espafia 1979 .   10^'® (UBA^q )
Las inoculaciones se realizaron oral-intranasal con 
un volUmen total del indculo de très mililitros por animal
11.5.1. Estudio de Viremia. Bemoadsorcidn
A lo largo de la experiencia fueron estudiados 
los niveles de viremia de cada animal mediante la 
técnica de la Bemoadsorcidn, p r i m eramente d escri­
ta por Malmquist y Hay (i960) . En breve descripcidn, 
dos ml de sangre eran extraidos a cada animal ino­
culado, dejéndose coagular a temperature ambiente.
El suero era utilizado para la valoracidn de anti 
cuerpos (II.5.2.) y con el coâgulo era preparado 
un macerado en solucidn de Hanks al 20%. Dicho ma- 
cerado fue inoculado en leucocitos de cerdo, obse£ 
vândose durante 1 0 dias el posible efecto de la h £  
m o a d s o r c l d n .
11.5.2. Estudio de anticuerpos
La valoracidn de anticuerpos especlficos de PPA 
se realizd a partir de los sueros obtenldos previa 
mente (II.5.1.), mediante las técnicas de la inmu- 
nofluoresceneia indirecta (IFI) y la técnica inmu­
noenzimâtica (ELISA).
I I.5.2.1. Inmunoflucresce ncia i n d i r e c t a .- Descrita 
primeramente por Bool y et al, (1969) y 
p o s t e r iormente aplicada de forma rutina- 
ria por Sânchez Botija et al, (1970) . A 
■forma de resümen, una monocapa celular de 
la linea MS (Monkey Stable Kidney) se 
cultivd en portaobjetos de tubos Leighton ;
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cuando los tapices eran confluantes, fme 
ron inoculados con el virus de la PPA. 
Después de 24 horas de incubacidn a 379 
C -, eran recogidoa los portaobjetos y l£ 
vados en una solucidn de PBS pH 7,2, se- 
cados y fijados en acetona durante 1 0 m_l 
nutos a temperatura ambiente. Todos los 
portaobjetos fueron conservados a -209 C 
hasta su uso. Para realizar la técnica, 
estos portaobjetos fueron cubiertos con - 
diferentes diluciones de los sueros pro - 
blema e incubados a 379 C durante 30 mlnu 
tos; posteriormente se lavaron dos veces 
en PBS pH 7,2, tlhéndose a continuacidn - 
con un suero de conejo anti IgG de cerdo, 
marcado con fluorescencia, durante 30 m i ­
nutes a 379 C Transcurrido este tiempo, 
los portaobjetos se lavaron tres veces en 
PBS pH 7,2. Una vez secados eran montados 
en glicerina (taraponado a pH 9,1) y exarn^ 
nados con un microscopio de fluorescencia.
I I . 5.2.2. Enzimoinmunoensayo (ELISA).- La técnica - 
inmunoenzimâtica ELISA para la deteccidn 
de anticuerpos de la clase IgG de PPA fue 
primeramente descrita por S â n c h e z - V i z c a i ­
no et al,(1979). En posteriores trabajos 
Sâ n c h e z - Vizcaino et al,(1981) se adaptd - 
esta técnica también para la deteccidn de 
IgM. En resUmen, para realizar esta técn^ 
ca el antigeno soluble de VPPA fue adsor- 
bido a una plaça microtiter de poliestirje 
no mediante la incubacidn a 49 C durante 
toda la noche en carbonato-bicarbonate b£ 
fer. Las diferentes diluciones de los sue
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ros problèmes y contrôles eran deposi- 
tados en los diferentes pocillos de la 
plaça en volûmen de cien microlitros/ 
pocillo e incubados a 379 C durante una 
hora, très lavar la plaça, fueron aîladjL 
dos cien microlitros/pocillo del conju- 
gado (IgG de conejo antl IgG (H + L) <5 
IgM (Fc) de cerdo marcado con peroxida- 
s a )i n c u b â n d o s e , esta vez, una hora a 
temperatuta ambiente. La plaça fue de - 
nuevo lavada y cien microlitros del sub£ 
trato (OPD) fueron ahadidos a todos los 
pocillos. Tras un période de incubacidn 
a temperatura ambiente de quince minü - 
tos la reaccidn fue frenada con âcidb - 
sulfdrico y la plaça se leyd en un col£ 
rimetro a 450 nm.
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11.6. ESTUDIOS HEMATOLOGICOS.
En todos los animales se estudiaron sus constantes 
hemâticas, tanto en condiciones fisioldgicas como tras la 
inoculacidn con el virus a lo largo de todo el experiment 
t o .
El recuento hemâtico se realizd mediante un cellosco 
pe 1 0 1 , utilizândose como diluyente para los leucocitos 
una dilucidn de cetrimida? para los eritrocitos el dilu - 
yente era una solucidn salina formolada. Las fdrmulas he- 
màticas fueron estudiadas siguiendo el método de tincidri. 
de Giemsa.
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II.7. SEPARACION DE LINFOCITOS Y MONOCIIOS.
LOS linfocitos y monocitos se obtuvieron de cada ani 
mal,a partir de sangre heparinizada (25 Ul/ml), extralda 
por puncidn de la vena cava interior. Esta sangre era di 
luida a partes iguales en RPMI-1640, depositândose 5 ml 
de esta mezcla sobre 4 ml de Lymphomedlx. Se centrifugd 
a 425 X g durante 35 minutes. Los linfocitos y monocitos 
eran recogidos mediante pipeta s pasteur de la banda c e n ­
tral situada entre el plasma y el Lymphomedlx. se lava - 
ron 3 veces en RPMI-1640, resuspendiéndose tras el d l t i ­
mo lavado en el mismo medio (175 x g durante 10 m l n u t o s ).
El nümero de células vlgas se déterminé por tinccidn 
con azul de tripano al 0 ,0 2 %, tomândose siempre aquellas 
que se encontraban entre el 90 y 95% de v l a b i l i d a d . una 
vez contado el nümero de células, eran ajustadas, las can 
tidades obtenidas, a los dptlmos requeridos para cada c a ­
so (Il .8 , II.9, 11.10).
Todas estas operaciones se realizaron en condiciones 
de esterilldad.
De la mlsma forma, sangre de tres cerdos contrôles 
fue utilizada para la obtencidn de linfocitos T y B, m o ­
nocitos y pollmorfo nucleares. Tras la obtencidn de la 
banda, antes m è n e i o n a d a , las células T, B, M-M y PMN eran 
separadas siguiendo la técnica descrita por Valero p. y 
Sânchez-Vizcaino (1982). En breve descripcidn, las cé l u ­
las recogidas de la banda de Lymphomedlx eran lavadas 3 
veces en medio, resuspendidas en R P M I - 1640 e incubadas 
durante 2 horas a 3 7? c en Falcon de plâstico. Recogido 
el sobrenadante era colocado en otro Falcon e incubado 
nuevamente. El segundo sobrenadante, libre de células a d ­
hérentes ; era tratado con eritrocitos de carnero (II.8.1) 
y centrifugado en un gradients de Lymphomedlx a 425 x g 
durante 30 m i n u t o s . En estas condiciones las células no 
formadores de roseta se encontraban en la banda entre el
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plasma y el Lymphomedlx mientras que las células FR se 
hallaban en la parte inferior del t u b o . una vez r e c o g i ­
das ambas poblaciones las células no FR eran de nuevo 
incubadas con eritrocitos de carnero y pasadas por el 
gradients para comprobar la no existencia de linfocitos 
FR.
En los Falcon quedaban los M-M libres de linfocitos. 
LOS PMN fueron obtenidos tal como se describe en el apajr 
tado (11.10.1).
Las células asi obtenidas fueron infectadas con VPPA 
para seguir el estudio de la infeccidn "in v i t r o " . ( n  . 14 )
34
II.8. CARACTERIZACION Y VALORACION DE LINFOCITOS Y MONOCITOS.
Los linfocitos y monocltos fueron caracterizados y 
valorados en relacidn a sus receptores de membrana espe- 
clficos, asl se valord y estudid la técnica de tincidn 
de Esterasa.
11,8.1. caracterizac idn y valoracidn de Linfocitos forma- 
dores de Roseta esp o n t d n e a .
Los linfocitos FRE se caracterizaron median- 
te la formacidn de rosetas espontdneas con eritro 
citos de carnero tratados con Neuroaminidas a .
para su preparacidn clnco mililitros de la 
solucidn de eritrocitos y Allsever eran lavados 
tres veces en solucidn salida estdril (SSE). Tras 
el Ultimo lavado eran resuspendidos en 5 ml. de 
RPMI 1640, contdndose la concentracidn celular y 
mante n idndose a 49 c hasta su utilizacidn.
Una vez preparados los eritrocitos, un volU- 
men de 0,5 ml de linfocitos totales (II.7), con 
una coneentracidn de 1 0 ^ 1 infocitos/ml, fueron me^ 
d a d o s  con 0,5 ml de eritrocitos de carnero cuya 
co n e entrac idn era de 6 x 1 0 ^/ml incubdndose duran­
te 5 minutes a 3 79 C, fueron posterior men te centr_i 
fugados a 750 rpm (175 x g) durante 7 minutes.Tras 
una incubacidn posterior, durante toda la noche a 
49 C, se homogeneizaron lenta y cuidadosamente 
ahadidndoles seguidamente 0 , 1  ml de una solucidn a 1 
0,01% de naranja de acridina. Transcurrido este 
tiempo, se tomd una gota de cada muestra, colocdn - 
dose en un por t a o b j e t o s ; estos, tras ser cubiertos, 
eran observados en un microscopic de fluorescencia 
y luz ordinaria.
para obtenar el porcentaje de linfocitos FRE con
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respect© a linfocitos totales, fueron contadas un 
total de 2 0 0  células (rosetas, no rosetas), halldn 
dose la relacidn de rosetas y linfocitos totales.
II. 8 .2. Caracterizacidn de linfocitos con Inmunoglubulinas 
de S u p e r f i c i e .
Los linfocitos IS fueron caracter izados median^ 
te la deteccidn con sueros fluorescentes de las ih 
munoglobulinas de superficie que se encuentran en 
este tipo de linfocitos. De 10 a 20 x 10^ linfoci­
tos totales por mililitro (II.7) fueron lavados 
dos veces en una solucidn de PBS-BSA (5 grs/100 ml) 
despreciândose el sobrenadante del Ultimo lavado.
Sobre el sedimento eran colocados 0,50 ml de un 
suero de conejo anti Ig de cerdo a su dilucidn dp- 
tima (Cappel, 1/5), resuspendiéndose mediante una 
pipeta pasteur siliconada. Se incubaron a continua 
cidn en un bafio de hielo durante 30 minutes. Post^ 
riormente se lavaron dos veces en PBS-BSA, centrifu 
gândose a 750 rpm (175 x g) durante 8 minutes. Tras 
el Ultimo lavado, se recogia, mediante una pipeta 
Pasteur siliconada, una gota del sedimento y, colo- 
cada en un portaobjetos de f l u o r e s c e n c i a , se deja - 
ba secar al aire y se fijaba en alcohol etilico al 
95% durante 15 minutes. A continuéeidn se lavaba el 
porta dos veces en PBS, quedando la preparacidn li^ 
ta para su montaje y observacidn al microscopio de 
fluorescencia y ordinario.
La valoracidn se realize de forma s e m e jante que 
para los linfocitos FRE, contUndose 200 células —  
(f l u o r e s c e n c i a , no fluorescencia) hallândose la re- 
lacidn entre las células fluorescentes y las no 
f l u o r e s c e n t e s .
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II. 8 .3. Tincidn especlflca para Linfocitos (FRE, IS) y M o ­
nocltos .
Como tincidn especlflca para la diferenciacidn 
y valoracidn de linfocitos T, B y monocltos, se utl^ 
lizd el mdtodo de las esterasas, r e c lentemente de^ 
crito por Lagotent et al (1978).
Las extensiones de sangre de cada animal eran 
fijadas en una solucidn de bufer fosfato, acetona 
y formol durante varios segundos, 30 exactamente. 
Seguidamente se lavaban todas las preparaeiones con 
agua destilada durante algunos segundos, dejdndose 
secar al aire a temperatura ambiente. A continua - 
cidn, las preparaeiones se teflian con las solucio- 
nes (a, b, c) durante 45 minutos, siendo lavados 
posteriormente 4 veces con agua destilada. Como tiri 
cidn de contraste se utilizd el verde metilo al 1 % 
el cual, se dejaba actuar durante 8 minutos. Tras 
esta Ultima fase, las preparaeiones eran lavadas v^ 
rias veces con agua destilada y , d e jUndose secar al 
aire, eran montadas con Permunt y observadas al m i - 
c r o s c o o i o .
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ESTIMULACION INESPECIFICA Y ESPECIFICA "IN VITRO" DE LOS 
LINFOCITOS.
Se utilizd la técnica de la blastogénesis (transfor- 
macidn 1 infocitaria) para estudiar la capacidad de res - 
puesta de base celular, tanto a los mitdgenos (estimula- 
cidn inespeclfica) como a los antigenos PPA (estimula - 
cidn e s p e c l f l c a ) , en todos los animales antes y después 
de la inoculacidn con los diferentes virus, asl como a - 
lo largo de todo el experimento.
Esta t é c n i c a , que ha sido utilizada para el estudio 
de la respuesta celular en otras especies, SUnchez-Vizca_I 
no et al ,(1979), Moreno Ldpez (1977), esté considerada co 
mo el test més sensible para el estudio "in vitro" de es­
te tipo de respuesta inmune. D. Marker et al, (1976) .
Varios autores, Rigal, Elsasser y Hecht (1970) han 
comprobado que para obtener una perfecta induccidn blés t 
ca hay que conocer una serie de parémetros taies como 
tiempo dptimo de incubac i d n , tipo y concentracidn de mitd 
genos y tiempo y concentracidn de los inductores especlf^  
COS. Dado que éstos parémetros varlan segdn la especie, -
fueron primeramente estudiadas las condiciones dptimas en
la especie porcina, utilizéndose animales normales.
Linfocitos de cerdos normales (II.7) en concentracio- 
nes de 2 x 10® linfocitos/ml se estimularon con PHA, LPS 
y PWM a diferentes concentraciones y tiempos de incubacidn 
(tabla I I . 1) con el fin de encontrar los dptimos para e s ­
ta especie. Observéndose los indices méximos de estimula- 
cidn a la concentréeidn de 0,5 mg/ml para LPS, PHA y 
I mg/ml para PWM y todos ellos a las 72 horas de incuba 
c idn .
IT.9.1. Preparacidn de los cultives
El medio de cultivo utilizado en la estimula -
cidn "in vitro" consiste en RPMI-1640 suplementado
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con el 20% de FCS, 2 mM  de glutamine, 10 mM de 
Hepes , 100 Ul/ml de penicilina, 100 microgra- 
mos/ml de e s treptomicina y 50 Ul/ml de niicost^ 
tin. Las condiciones para la incubacidn son de 
379 C en atmdsfera hdmeda y con el 5% de C O j .
Se p repararon cultivos por triplicado para c^ 
da mitdgeno, en places de microtitulacidn estérjL 
les, conteniendo 2 x 1 0 ^ linfocitos por pocillo 
en 0,050 ml de medio de cultivo. Los mitdgenos - 
se depositaron en cada pocillo a sus concentra - 
clones dptimas, en volümenes de 0 , 1 0  ml/pocillo. 
Después se incubaba durante 72 horas.
Como contrôles para la estimulacidn con m i t d ­
genos se utilizaron los mismos linfocitos, a los 
que se ahadian 0,10 ml de R E M I - 1640 sin FCS.
II.9.2. Incorporéeidn de T i m i d i n a .t r i t i a d a .
La activacidn inducida en los cultivos "in v i ­
tro" se determind por la proliferacidn celular 
evidenclada por la incorporacidn de Timidina tri- 
tiada.
Dieciocho horas antes de cumplirse las 72 ho - 
ras de incubacidn eran anadidos 2, 5/wCi de Timidina 
tritiada a cada pocillo de la plaça de microtitu- 
lacidn.
Los cultivos se filtraron a través de fibra de 
vidrio (Reeve Angel) utilizando un colector mült_i 
pie Mash II. Los filtros eran recogidos y transfe^ 
ridos a viales apropiados, siendo secados a 379 C 
durante 30 minutos. Seguidamente se depositaban, 
en cada vial, 2 ml de liquide de centelleo siendo
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I transferidos a un contador de centelleo liquide -
para su contaje.
i !
11.9.3. Interpretacidn de los resultados
Los resultados se expresan como Indices blésti- 
cos (IB), que se obtienen mediante el cociente de 
las CPM de los linfocitos estimulados y las CPM de 
los linfocitos control. Esta operacidn se realize 
para cada uno de los mitdgenos.
11.9.4. Preparacidn del Antlgeno
Para estudiar la induce idn bléstica especlf ica 
fue preparado un antlgeno de PPA a partir de cada - 
indculo vlrico (II.5,1.) tras su inactivacidn me - 
diante exposicidn a la luz ultraviolets.
Se utilizaron diferentes diluciones de cada ind 
culo (1/5, 1/10, 1/50) en RPMI -1640. Tres m i l i l i ­
tros de cada dilucidn eran colocados en una plaça 
de Petri de 6 cm de diémetro en la cual, se habla 
dopositado una barrita magnética para su continua 
agitacidn durante los 5 minutos que eran expues - 
tos a la luz u l t r a v i o l e t a . se utilizd como lâmpara 
una. E-Silvania G15TS, situada a 20 cm de la plaça - 
Pétri.
Tras la inactivacidn de las diferentes dilueio - 
nés, estas fueron estudiadas mediante la técnica de 
la hemoadsorcidn (II.5.2.) comprobéndose asl que la 
citada inactivacidn habla sido total.
De las diferentes diluciones de los antigenos - 
preparadas se utilizd la de 1 / 1 0  por ser la més sig^ 
n i f i c a t i v a .
4 1
El antlgeno, una vez preparado, se conservé a - 
-209 C hasta su posterior uso.
11.9.5. Estimulaciôn especlfica "in v i t r o " .
Se prepararon cultivos por triplicado en plaças 
de microtitulacidn estériles, conteniendo 2 x 1 0  ^
linfocitos por pocillo (II.7.1.), ahadiéndose 0,10 
ml de la dilucidn 1/10 del antlgeno PPA (II.9.4.). 
Después se incuba a 379 C, en atmdsfera hdmeda, con 
el 5% de CO^ durante 96 horas, por ser este el tiem 
po dptimo para la estimulacidn especlfica.
Como contrôles se utilizaron linfocitos de cer - 
dos normales (no i n o c u l a d o s ) , a igual concentracidn 
(2 X 10^/pocillo) més 0,10 ml del antlgeno 1/10 de 
PPA. La incorporacidn de T i m i d i n a , tri tiada se reali^ 
zd de la misma forma que para los mitdgenos (II.9.2)
11.9. 6 . Valoracidn de la estimulacidn especlfica
Los resultados también fueron expresados como - 
Indices blésticos, obteniéndose en este caso median 
te el cociente de las CPM de los linfocitos de a n i ­
males inoculados y las CPM de los linfocitos n o r m a ­
les o contrôles.
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11.10. ESTUDIOS DE FA60CIT0SIS.
La capacidad fagocitica de los macrdfagos y los 
polimorfonucleares fue puesta de man ifle sto por micrôsco 
pia y liberacidn enzimética, tras la incubacidn de estas 
células con particules de Latex y Zymosan.
I I . 10.1. obtencidn de Monocitos y p o l i m o r f o n u c l e a r e s .
La obtencidn de mo n o c i tos-macrdfagos (M-M) 
se realizd tras la centrifugacidn de sangre to­
tal en Lymphomedix (II.7) lavéndose dos veces 
en solucidn de lavado de fagocitosis (SLF) a
1 . 0 0 0  rpm (180 x g) durante 8 minutos, observén 
dose seguidamente la viabilidad (azul de tripano 
al 0 ,0 2 %) y concentracidn celular.
para la obtencidn de polimorfonucleares - 
(PMN) se utilizd el sedimento de eritrocitos fo£ 
mado en la separacidn de linfocitos y monocitos 
(II.7) ,
con una pipeta pasteur se recogid la superf_i 
cie de dicho sedimento, transfiriéndola a un tu- 
bo de centrifuge con SLF. se centrifugd a 500 x 
X g durante 15 minutos, recogiéndose mediante 
una pipeta pasteur la parte superior del sedimen 
to, a la que se afladid 2 , S volümenes de gelatina 
al 2,5% por cada volümen celular recogido. Esta 
mezcla fue h o m o g e n e i z a d a , dejéndose reposar du - 
rante 2 0 minutos a temperatura ambiente. Transcu 
rrido este tiempo el sobrenadante era recogido 
mediante una pipeta pasteur y centr ifugado a 1500 
rpm ( 2 0 0  x g) durante 1 0 minutos y lavéndose se­
guidamente dos veces en SLF a 1500 rpm durante 
dos minutos.
Coll el fin de eliminar los eritrocitos toda- 
via présentes en el sedimento de PMN, se trata -
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ron mediante choque hipotdnico con agua desti­
lada durante 30 s e gundos,siendo neutralizado 
este efecto con solucidn salina al 3,5%. d«s - 
puds se vuelven a lavar los PHH en SLF, obser­
véndose la viabilidad (0 ,0 2 % de azul de tripa­
no) y concentracidn celular.
I I . 10.2. Fagocitosis de particulas de Latex
se tomaron 0,1 ml de la suspensidn de Latex 
ahadidndose a una solucidn de FCS al 10% en SS 
posteriormente se centrifugd a 1500 rpm (200 x
g ) durante 15 minutos. Las p a r t feulas de Latex 
se r e su spend1eron en 1 ml de una solucidn de FCS 
SS • De este Latex asf preparado se tomaron 0,1 
ml, ahadidndose a una concentracidn celular de - 
10^/ml de polimorfonucleares y monocltos (II.9.1) 
incubdndose a 3 79 durante 45 minutos. Las cdlii 
las se centrifugaron a 425 x g durante 10 min£ 
tos, observéndose al microscopio, considerdndose 
como fagocitosis positiva, tanto para polimorfjo 
nucleares como para m onocito-macrdfogaso, ague - 
lias cdlulas que hubieran ingerido més de 8 p a r ­
ticules. El sobrenadante de esta centrifugacidn 
se congeld a -209 C hasta su posterior uso (II. 
10.4).
II.10.3; Fagocitosis de particules de zymosan ■ '
A 20 ml de solucidn salina (s s ) se ahadieron 
2 0 0  mg de zymosan, sometidndose la mezcla a ebu- 
llicidn durante 30 minutos, lavéndose a continua 
cidn tres veces en SLF. El sedimento o b t e n ido 
tras el Ultimo lavado se resuspendid en 20 ml de 
SS, distribufdo en viales a razdn de 1 ml por vial 
(10 mg de zymosan) y congeladas a -209 C hasta su 
u t i l i z a c i d n .
para su utilizacidn era descongelado uno de los 
viales al que se ahadid 1 ml de suero fresco de
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cerdo (Zymosan opsontzado) incubéndose a 379 C 
durante 30 minutos. A cont i n u a c i d n , era lavado - 
5 veces en SLF, resuspendiéndose el sedimento en 
0 , 8  ml de solucidn de incubacidn de fagocitosis 
(SIF) .
Los pasos seguidos a partir de este momento - 
son idénticos a los de la fagocitosis con Latex, 
c o n s i d e r a n d o , en este caso, fagocitosis positiva 
en una célula a la ingestidn de 3 d més particu­
les de Zymosan.
I I . 10.4. Estudios enziméticos
Como enzimas especlficas liberadas durante la 
fagocitosis, se estudid la concentracidn de b-glia 
curonidasa y fosfatasa écida en los sobrenadantes 
obtenidos anter iormente (II.10.2.), segdn el mét£ 
do descrito por Lindhardt et a l , (1965) En breve 
d e s c r i p c i d n , la técnica para la determinacidn de 
la fosfatasa écida se realizd tomando 0 , 1 0  ml del 
sobrenadante muestra al que se le aîladen 1 ml de 
tampdn citrato 0,1 M pH 5,6 y 0,03 ml de parani - 
tro fenil fosfato 0,6 M, incubéndose a 379 C d u ­
rante 16 horas. La reaccidn era frenada mediante 
la adicidn de 2 ml de NaOH 0,5 NaOH 0,5 N, leyén- 
dose a 405 nm de densidad dptica, entre los 15 y 
30 minutos posteriores al frenado. El blanco era 
ajustado a 1 0 0  de t ransmitancla.
La b-glucuronidasa fue determinada tras la in • 
cubacidn a 379 C durante 15 minutos de 0,5 ml del 
sobrenadante muestra (II.10.2.) con 0,1 ml de fe ■ 
nolftaleina g l u c o r o n a d a " (10 n M ) . Seguidamente se 
lee a 540~nm de densidad dptica, expreséndose la 
liberacidn de enzima en microgramos de fenolfta - 
le i n a .
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11.11. DETERMINACÎON DEL COMPLEMENTO.
La determlnacidn de la capacidad hemolltica del com 
p l e mento (cH^q) fue de terminada segtln la técnica descri- 
ta por Mayer en 1961 y modificada por Grant, et al en 
(19 77). En resümen, las muestras de sangre fueron tratadas 
con BDTA a la concentracidn final de 0,01 M para liberar 
el complemento unido a los complejos inmunes circulantes. 
Después de centrifuger a 49 C, el suero era separado y 
congelado a -709 c . para reallzar la prueba se usan tres 
tubos por cada muestra, siendo el vdlumen final de 1,5 
ml por tubo compuestos por 0,5 ml de 5 x 10^ eritrocitos 
de carnero sensibilizados en bufer veronal, con 0 , 1  uni- 
dades de heparina/ml. Los eritrocitos eran sensibilisa - 
dos mediante la incubacidn de 1 x 1 0 ^/ml en un volümen 
igual de h omolisina ( 1 : 500)durante 30 minutos a 379 C- 
A los tres tubos antes mèneionados se les afladla, a 09 C 
0,1 ml, 0,5 ml y 1,0 ml del suero problems diluido en bu^ 
fer v e r o n al-heparina y, seguidamente un volümen igual de 
eritrocitos ya sensibilizados hasta conseguir un volümen 
final de 1,5 ml. Después de incubar durante 1 hora a 3 79 
C, se ahadla més bufer veronal-heparina hasta un volümen 
de 5 ml por tubo. se realizd una centrifugacidn a 800 x 
g y e 1 sobrenadante es leido en un espectrofotdmetro a 
412 nm. El 100% de hemolisina standard utilizada c onsi£  
tia en 0,5 ml de eritrocitos sensibilisados tratados con 
4,5 ml de u na solucidn de CO^Na^ al 0,1%.
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11.12. MED IADORES DE LA ANAFILAXIA
Como mediador de La Anafilaxla se estudid la libera 
cidn del Factor de Activacidn de las Plaquetas (PAF), - 
ya que juega un papel inmunopatoldgico muy importante en 
las reacciones inmunes del tipo I y III. Recientemente - 
se ha puesto de manifiesto que la liberacidn de PAF no - 
sigue el mismo mecanismo en todas las especies, Benvenis^
te J. (1974), siendo en unas liberado fundamentalnente -
como consecuencia de una reaccidn de tipo I, Benveniste 
et al ,(1972) y otras,' como resultado de la Fagocitosis, 
Sânchez Crespo et a l , (1980).
1 1 . 12.1. Valoracidn del Factor de Activacidn de las Pla­
quetas mediante la reaccidn antlgeno PPA-IgE de 
los B a s d f i l o s .
La valoracidn de PAF mediante la reaccidn An 
tigeno PPA-IgE .se realizd siguiendo el nétodo - 
descrito por Benveniste et a l , (1974). A modo de 
resümen, 3 ml de sangre fueron extraidos de ca ­
da animal (inoculados y contrôles) por puncidn 
en la vena cava; se colocaron en un tubo de plés_ 
tico que contenla 0,5 ml de una solucidn ACD -
(Acid Citrate D e x t r o s e ) . De la sangre asl obte-
nida se tomd 1 ml que era incubado en un tubo de 
plâstico, con un microlito de Serotonins tritia 
d a , a 379 C durante 15 minutos. Al cabo de este 
tiempo se centrifugd a 800 x g durante : 5 m i n u ­
tos a temperatura ambiente. El sedimento era - 
posteriormente lavado, primero, en una solucidn 
de gelatina en Tyrode (0,1 mM de EGTA pl 6,5) y, 
después, en la misma solucidn sin calcio ( p H 6 , 5 ) . 
A continuacidn se suspendia en 1 ml de nna solu 
cidn de gelatina de Tyrode con Calcio (pH 7,2), 
quedando las células preparadas para su incuba- 
cjdnZ
1 1 .12.2. Incubacidn con el Antlgeno e s p e c i f i c o .
47
Como antlgeno especifico de PPA se utilizd - 
el descrito anteriormente (II.9.4,), a la dilu­
cidn de 1/5, por ser esta la més iddnea, en un 
volümen de 0 , 1  ml por cada 0 , 1  ml de la sangre 
anteriormente preparada (II.12.1), incubéndose 
a 379 C durante 15 minutos y en agitacidn con - 
t l n u a .
Los contrôles utllizados fueron:
a) Como control de méxima liberacidn de ser£
tonina tritiada se tomd 0 , 1  ml de la m i s ­
ma sangre més 0 , 1  ml de trombina ( 1 0 0 1 / 
ml) .
b ) Como control de fondo se utilizd 0,1 ml -
de la misma sangre més 0 , 1  ml de la solu­
cidn de gelatina en Tyrode.
Se incubaron en las mismas condiciones que 
para el antlgeno, realizéndose todos los - 
pasos por duplicado.
Terminada la incubacidn, se centrifugaron 
todos los tubos a 800 x g durante 15 m i n u ­
tos. Del sobrenadante de cada tubo sé tom£
ron 0,05 ml que fueron depositados en v i a ­
les apropiados que contenlan 2,5 ml liqui- 
do de centelleo, llevéndose seguidamente al 
contador de particules Beta , realizéndose 
la lectura.
11.12.3. Interpretacidn de los r e s u l t a d o s .
Se considerd como liberacidn positiva de Sero-
tonina tritiada a aquellos valores que excedlan -
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en més de un 10% de los obtenidos con el control 
de fondo (II.12.2.), siendo el valor méximo 
(100%) el produc ido mediante la incubacidn de 
Trombina, expreséndose todos los valores en por 
centajes de liberacidn del isdtopo.
1 1 . 12.4. Valoracidn de Factor de Activacidn dé las Pla - 
quêtas inducido por Fagocitosis mediante aqrega 
cidn p l a q u e t a r i a .
Se estudid la liberacidn de PAF de monocitos 
macrdfagos y polimorfonucleares (tanto de a n ima­
les sanos como i n o c u l a d o s ) , tras su incubacidn - 
con particulas de Latex y Zymosan (Il. 10 . 2.) ,por 
agregacidn plaquetaria siguiendo la técnica des­
cribe por Benveniste et al, (1977).
1 1 . 12.5. Obtencidn y preparacidn de las p l a q u e t a s .
Las plaquetas utllizadas para la agregacidn p l £  
quetarla fueron obtenidas tras puncidn arterial de 
un conejo preparéndose segün el método descrito 
por Aster et a l , (1972). La técnica, brevemente de£ 
crita, consiste en la separacidn de las plaquetas 
por centrifugacidn a 1 .2 0 0 xg durante 15 m i n u t o s ,re^  
suspendiéndose en un tampdn de Tyrode EGTA, lavén- 
dose seguidamente dos veces en el mismo tampdn. Se 
tomd una concentracidn de 5 x 10^ plaquetas en 
tris-gelâtina (pH 7,5), adadiéndose a esta concen 
trac idn 0,05 ml de los sobrenadantes problema,
(II.10.2.). La agregacidn plaquetaria se midid m£ 
diante un agregdmetro.
1 1 . 12.6. Interpi^etacidn de los resultados
Los resultados son expresados en unidades PAF
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obtenidas mediante la fdrmula sigulente:
ml de sobrenadante 
problema
X 1.000 = unidades PAF/ml
Sabiéndose que una unidad PAF es aquella que - 
produce el 50% de agregacidn plaquetaria con 5 ml 
de trombina.
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11.13. INMUNOPATOLOGIA. DESPOSITO DE INMUNOCOMPLEJOS.
Debido a la cronicidad que presentaron algunos ani -
males inoculados con el virus, encontrdndose simulténea -
mente anticuerpos y viremia, se hicieron estudios para po 
ner de manifiesto la posible existencia de inmunocomple - 
jos, en los tejidos obtenidos al sacrificio, mediante in- 
munofluorescencia.
1 1 . 13.1. pepdsitos de iqG en Rifidn de c e r d o .
Los tejidos fueron obtenidos del rifidn inme- 
diatamente después de la muerte del animal, ha - 
ciéndose unos cortes de 8 mm de e s p e s o r ,introdu- 
ciéndose en nitrdgéno liquido durante 15 segundos 
y conservéndose a -709 C para su posterior anéli- 
s i s .
Mediante un microtomo de congelacidn, se efe£ 
tuaron cortes de entre 2 y 4 raieras de espesor, 
colocéndose en un portaobjetos y lavéndose tres 
veces durante 5 minutos cada vez en PBS (0,01 M 
pH 7,4) en agitacidn continua.. Tras secarse al 
aire, se cubren los tejidos con un suero de cone 
jo anti igG de cerdo marcado con fluoresceins 
(Cappel 1/5) incubéndose a 3 79 c durante 45 mi­
nutos en cémara hdmeda. Transcurrido este tiempo 
las preparaeiones son lavadas tres veces en PBS, 
secadas al aire y montadas con glicerina, obser­
véndose al microscopio la fluorescencia.
1 1 . 13.2. pepdsitos de Çj en rifidn de c e r d o .
La técnica utilizada para la deteccidn de la 
fraccidn d e 1 complemento es la misma que la 
usada para la deteccidn de igG, variando dnica - 
mente el conjugado. En este caso se utilizd un 
suero de conejo anti de cerdo marcado con flu£
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- rescelna (cappel 1 /8 ).
' I I . 13.3. pepdsitos de antlgeno PPA en rifidn de c e r d o .
La técnica utilizada es idéntlca a la de 
los apartados n . 1 2 . 1  y n . 1 2 .2 , siendo en e s ­
te caso el conjugado un suero de conejo antiaii 
tIgeno de VPPA (INIA 1/4).
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11,14. ESTUDIO DE LA INFECCION "IN VITRO" DE LAS CELULAS DEL - 
SISTEMA INMUNE.
Los linfocitos T y B asl como los M-M y los PMN obte 
nidos de cerdos contrôles t a 1 como se d e s c r ibid en los - 
apartados (II. 7)y (1 1 .10.1)fueron infectados con VPPA si- 
guiéndose la infeccidn mediante la técnica de la inmuno- 
fluorescencia directa. Boulanger et al, (1967) y la he - 
moadsorcidn segün Malmquist y Bay, (1960).
Las células FR, no FR, M-M y PMN eran ajustadas a la - 
proporc idn de 10 células/ml en tubos Leighton. El medio - 
de cultivo utilizado fue R P M I - 1640 suplementado con el 15% 
de FCS el volümen total era de 1,5 ml por tubo. La infec - 
cidn se llevd a cabo retirando todo el medio de los tubos 
y ahadiendo 0 , 2  ml de virus (1 0 ^ UHA^p) por tubo e incuba­
do s durante dos horas a 379 C. Très la incubacidn 1,3 ml - 
de medio complète eran ahadidos a cada tubo siendo uno de 
los tubos analizados para conocer la cantidad de virus in^ 




III.A. ANIMALES INOCULADOS CON EL VIRUS ESPARA 75.
III.A.I. Estudio de la infeccidn
Todos los animales inoculados con el virus ate- 
nuado Espaüa 75 fueron analizados antes y duran 
te la infeccidn. Se estudiaron sus constantes - 
f i s i o l d g i c a s , de importancia para el estudio iii 
munoldgico, durante dos semanas en repetidas - 
ocasiones. Tras la inoculacidn, se tomaron m u e £  
tras semanales para ir conociendo la evolucidn 
de la infeccidn durante las cinco semanas que - 
durd este experimento.
Del total de los quince animales inoculados, 
siete fueron sacrificados al final de la expe - 
rlencia (35 dias), tres fueron sacrificados en 
la segunda semana PI, cuatro murieron con lesio 
nes agudas de PPA a los 14 DPI y finalmente uno 
murid accidentalmente a los 7 dias PI (tabla - 
III.l .)
I II.A.1.1. Peterminacidn de Viremia y anticuer- 
pos e s p e c i f i c o s .
Todos los cerdos presentaron viremia 
desde la primera semana PI y durante 
todo el experimento (tabla III. 2.).
III.A.1.2. Peterminacidn de a n t i c u e r p o s .
Fueron detectados anticuerpos anti - |*
PPA en todos los animales, desde la 
primera semana PI hasta la dltima. En 
la primera semana PI presentaron t i tu 
los muy bajos (puro I F I , y 1:10 ELI -
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T A B L A  III - 1
CERDOS ADULTOS INOCULADOS CON EL VIRUS 
ESPARA 75 PARCIALMENTE ATENUADO.
ESTUDIO DE LA INFECCION.

















1251 - 1253 CONTROLES
1298 Y 1345
M = MUERTO
S = Sa c r i f i c a d o
SI = Sa c r i f i c a d o  " in e x t r e m i s "
MAC = M u e r t e  Ac c i d e n t a l
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T A B L A  III - 2
EVOLUCION DE LA VIREMIA EN LOS CERDOS 
INOCULADOS CON EL VIRUS ESPARA 75
NO ANIMAL 0 1 2 3 4 5
1295 N e g . Pos. M
1296 N e g . Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
1297 N e g . Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
1299 N e g . Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
1300 N e g . Pos. M . . .
1301 N e g Pos. Pos. M fit
1302 N e g . Pos. Pos. M 1 • t
1303 N e g . Pos. M « t • • t t
1304 N e g . Pos. M ...
1305 N e g . Pos. Pos. M
1346 N e g . Pos. Pos. M
1347 N e g . Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
1348 N e g . Pos. Pos. Pos, Pos. Pos.
1349 N e g . Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.






N e g .
Pos.
M.
N e g a t i v o
POSITIVO
M u e r t o
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T A B L A  III - 3
VALORACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS 
ESPECIFICOS EN LOS CERDOS INOCULADOS CON 
EL VIRUS ESPARA 75.
SEMANAS PI
NQ CERDO 0 1 2 3 4 5
1295 N e g . Pu r o M ... ...
1296 N e g . 1/10 1/1020 1/1000 1/1000 1/2000
1297 N e g . 1/10 1/2000 1/4000 1/8000 1/8000
1299 N e g . 1/10 1/1000 1/2000 1/16000 1/10000
1300 Ne g . Pu r o M ...
1301 N e g . 1/10 1/10 M
1302 Ne g . 1/10 1/10 M ...
1303 N e g . PURO M ■ • '
1304 N e g . Pu r o M ...
1305 N e g . 1/10 1/10 M ...
1346 N e g . Pu r o 1/10 M
1347 N e g . 1/10 1/2000 1/4000 1/5000 1/3000
1348 Ne g . 1/10 1/1000 1/8000 1/6000 1/2000
1349 N e g . 1/10 1/3000 1/6000 1/4000 1/2000
1350 N e g . 1/10 1/2000 1/4000 1/4000 1/2000
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SEMANAS PI
NQ CERDO 0 1 2 3 4 5
1290-12941 - _ _ - -
1351-1355I CONTROLES - - - - -
1294Y1298 ) - - - - -
M = Muerto
TITULOS o b t e n i d o s  MEDIANTE LA TECNICA DE 
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.
se
SA) detectélndose en la segunda sema 
na tltulos superl o r e s , diferenciân- 
dose dos grupos de animales, unos - 
con tltulos altos y otros con tltu­
los relativamente bajos (1:10, I F I ) . 
Como se puede observer en la tablé 
III.3., los animales n5 1296, 1297, 
1299, 1347, 1348, 1349, 1350, pre - 
sentaron tltulos de anticuerpos su- 
periores a los animales nS 1295, 1300 
1301, 1302, 1303, 1304, 1305 y 1346. 
Es importante resaltar que los prime^ 
ros siete cerdos sobrevivieron a la 
infeccidn. Se observd un pico méximo 
en el nivel de anticuerpos entre la 
tercera y cuarta semana PI descen - 
diendo el tltulo sobre la quinta se^  
mana (gréfica III.1.).
III.A.2. Estudios H e m a t o l d q i c o s .
Se analizaron los parémetros heméticos més rela- 
cionados con la respuesta inmune en todos los an_i 
maies, tanto en condiciones fisioldgicas como 
tras la inoculacidn con el v i r u s .
Los valores raedios con sus desviaciones estan- 
dar, de estas constantes heméticas, se expresan - 
en la tabla III. 4. Es de destacar, la homogenici- 
dad de estos valores dentro de las variaciones 
propias de esta especie.
I I I .A . 2.1. Valoracidn cuantitativa de Leucocltos 
y Linfocitos t o t a l e s .
Los leucocltos y linfocitos totales -
59
GRAFICA I i I - 1




Desarrollo de loa niveles de antiauerpos en los 
aerdos inoculados aon el virus Espana 7S atenuado.
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T A B L A  III - 4
CONSTANTES INMUNO-HEMATICAS DE LOS ANIMALES DEL GRUPO INOCULADO 
CON EL VIRUS ESPANA 75.
LINFOCITOS TOTALES 13.196 i 5.170,88
LEUCOCITOS TOTALES 23.445,45 ± 5.696,02
LINFOCITOS T 35,77 ± 3,23
LINFOCITOS B 18,57 i 1,12
IB AG 0,001* 0,00
IB PHA 54,77 * 5,96
IB PWM 26,68 * 2,87 •
IB LPS 6,52 * 1,05
F F Ac PMN (DO) 2.597,60 * 185,38
F F Ac MN (DO) 3.244,00 * 624,96
VALORES MEDIOS OBTENIDOS d e  TODOS LOS ANIMALES 
EMPLEADOS EN EL EXPERIMENTO EN CONDICIONES FI-
SIOLOGICAS;
fueron evaluados desde la semana - 
0 hasta la V PI. Los resultados, se 
représentai! en la grâfica ill. 2 , - 
en la que se expresan los valores 
basales medios como 1 0 0  obteniéndo^ 
se los demâs reallzando las corre^ 
pondientes relaciones.
En la misma gréfica se represeir 
tan ambas curvas, siando de inte - 
rés destacar su casi perfecto par^  
lelismo a lo largo de las cinco se- 
manas de la experiencla. Es de re - 
saltar, la muy significatlva dismi- 
nuciôn del ndmero de leucocitos y - 
linfocitos (aproximadamente un 60% 
de los valores pre i n o c u l a c t ô n ) , en 
la primera semana PI apareciendo - 
una ligera recuperaciôn en la II se^  
mana para descender fuertenente ha- 
cia la IV semana PI, siendo los v a ­
lores de la V semana muy semejantes 
a los fisi o l ô g i c o s . La marcada lifo 
penia observada en la grâfica III.2 
parece deberse principalmente a los 
linfocitos FR (gràficas II I . 3 y III 
4 . > .
III.A.2.2. Valoracidn cuantitativa de L i n foci­
tos FR y IS.
En la grâfica III.3. se representan 
los valores porcentuales medios de - 
los linfocitos FR e IS de todos los 
animales inoculados. Se observa una 
marcada disminucidn, altamente signi
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Comparaciôn de los leucocitos y linfocitos totales 
en los cerdos inoculados con el virus Espana 75 
atenuado.
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Valores poroentuales comparatives de los linfocitos FR 
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Comparaoion de los Linfocitos Totales y F.R., y Leucoci_ 
tos Totales.
65
ficativa, en el porcentaje de lin 
focitos FR en la primera semana - 
PI, pasando de un 35,77% 8,4 a
un 12,5% - 1,2 siendo tambiên inf£ 
riores a los normales los valores 
obtenidos en la II y III semana PI, 
aunque iniciândose un ligero incre 
mento, presentândose en la V se - 
mana unos valores prâcticamente fj^  
siolôg i c o s .
Por otra parte, los valores m e ­
dios cuantitativos de los linfoci­
tos IS no presentaron variaciones 
significatives a lo largo de la ex 
p e r i e n c i a .
III.A.2.3. Anâlisis mediante la tincidn de - 
E s t e r a s a s .
En las fotograffas III-l y III-2 - 
se pueden observer las diferentes 
formas con las que se tiften los 
Linfocitos FR e IS, asi como los H 
M mediante la tincidn de Estera - 
sas. Dado que esta técnica es mu - 
cho raâs râpida y cdmoda que el and 
lisis celular mediante los recepto^ 
res especificos, se estudid la po- 
sibilidad de su utilizaci'dn para - 
la cuantificaciôn de Linfocitos FR 
e IS. Sin embargo, los resultados 
obtenidos demostraron la falta de 
paralelismo entre ambos métodos, - 
siendo generalmente los porcenta - 
j es obtenidos inferlores mediante
66
FOTOGRAFIAS III - 1 Y 2
Linfocitos FR e IS tenidos por la técnica de Es- 
terasas trds la incubacién con eritrocitoe de car 
nero tvatados aon Neuroaminidasa. Obsérveee la 
reacaidn positiva en la superficie de los linfo-~ 
aitos FR.
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la técnica de Esterasa que con el 
anâlisis de los receptores para - 
eritrocitos de carnero 6 la pre - 
sencia de inmunoglobulinas de su­
perficie (IS). Ademâs, no se obser^ 
vé ninguna relaciôn estadistica - 
significative.
III.A.3. Cambios funcionales de la respuesta Linfocita - 
ria "in vitro" inducida por Mitdgenos y Antige- 
no P P A .
Semanalmente se estudid la estimulacidn "in v i ­
tro" de las diferentes poblaciones linfocita 
rias mediante el estudio de la induccidn blâst^ 
ca con PHA, PWM y LPS, al igual que con el antl 
geno especifico del virus PPA.
III.A.3.1. Respuesta a mitdgenos (PHA, PWM y - 
L P S ) .
En la grâfica III-5 se representan - 
los valores medios porcentuales obte^ 
nidos tras la induccidn biàstica con 
PHA, PWM y LPS. Se observa una depre^ 
siân muy significativa en la respue^ 
ta frente a PHA y PWM a lo largo de 
toda la e x p e r i e n c i a , alcanzando esta 
depresidn sus valores mds bajos eh - 
la I, II y III semana PI. Asi pasa - 
mos de Indices blâsticos fisioldgicos 
para PHA de 54,77^5,96 a valores de 
7,09- 4,25 (I), 19,70 î 4,16 (II) y 
18,97 - 5,33 en la III semana respe£ 
t i v a m e n t e .
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SEMA HA s P.I
Respuesta bldstiaa a mitogenos de los Linfoaitoi 
de aevdos inoculados con Espana 75.
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Seme j ante situacitfn se produce 
en la respuesta frente a PWM, pa
sando de Indices blésticos fisio2. \
Idgicos de 26,68 - 2,87 a 6,26 - 
2,89; 11,96 - 5,79 y 13,13 - 3,72 
durante la I, II y III semana PI. 
Por otra parte, tamblén se o b s e r ­
vé una ligera depresidn en la res^ 
puesta frente a LPS, aunque en es 
te caso, menos marcada que en los 
a n t e r l o r e s , asi de valores fisio­
ldgicos medios de 6,25 - 1,05 se 
pasaron a indices de 3,14 - 1,70, 
4,25 - 1,43 y 3,91 i 1,81 en la 
I, II y III semana PI res p e c t i v a ­
mente .
I I I.A.3.2. Respuesta al PPA Antigeno
Al igual que en la induccidn blâs^ 
tica por mitdgenos, se valord la 
blastogénesis inducida por el a n ­
tigeno especifico del virus de la 
PPA. En la grâfica se representan 
los valores medios obtenidos con 
el antigeno. Es de resaltar que 
los valores, aunque crecientes, no 
presentan indices blâsticos sign^ 
ficativos hasta la tercera semana 
PI (3,97 - 1,82). El pico mdximo 
aparece en la cuarta semana con 
valores de 7,33 - 2,11 ’(grâfica - 
III - 6  . )
III.A.3.3. Valores comparatives entre el nd- 
mero de Linfocitos FRE y su capa-
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Respuesta bldstiaa al antigeno de PPA de 
los cerdos inoculados con el virus 
Espana 75.
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cldad funclonal frente a P H A .
Dado que la PHA induce la estimula- 
cidn bldstica en los 1 infocitos T, 
Anderson et a l , (1972) y Bloom et al, 
(1976) y estas mismas cëlulas ban - 
sido definldas como formadoras de - 
rosetas espontdneas con los eritro­
citos de carnero,Brain et a l , (1971)
Kim et a l , (1974), comparâmes ambos 
resultados para comprobar si exis - 
tia algdn grado de semejanza.
En la grâfica III.7. se represen 
tan los valores medios obtenidos - 
con la estimulaciôn de PHA y el por 
centaje de las células formadoras - 
de roseta,comprobândose que ambos - 
parâmetros presentan una enorme si­
mili tud (altamente significativa) -
en sus resultados.
I I I . A . 3 . 4 . Valores comparatives entre el niîmero 
de Linfocitos is y su capacidad fun- 
cional frente a L P S .
Ha sido ampliamente descrita la ac - 
cidn selective del lipopolisacârido 
LPS sobre los linfocitos B Buschman 
et al,( 1980) , Symon S.D.B (1980) ca- 
racterlstica especffica de estos lin 
focitos la presencia de inmunoglobu­
linas de superficie ,Binns et a l ,(1974)y 
Higgins (1981). Por estos motives se 
compareron ambos parâmetros (grâfica
III. 8 .) observândose un paralelismo
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Valores comparatives entre los linfocitos F.R., 






























Valores aomparativoe entre el numéro y la capacidad 
funcional de los linfocitos B de tos cerdos inocula_ 
dos con el virus Espana 75,
74
casi total en sus resultados de - 
toda la e x p e r i e n c l a .
III.A . 4. Diferencias inmunoldgicas entre los animales - 
muertos y sobrevivientes a la i n f e c c i d n .
Es importante resaltar las diferencias inmunol^ 
gicas (humorales y celulares) entre los anima - 
les que murieron durante la primera semana Pl., 
con lesiones tlpicas de PPA aguda de aquellos 
que sobrevivieron a lo largo de toda la expe 
r i e n c i a .
En la grâfica III,3. se muestran los titulos 
(IgG) frente al virus de la PPA en ambos grupos, 
durante la primera semana PI. Se observa como - 
los titulos alcanzados por los animales sobrev^ 
vientes fueron siempre superiores a los que m u ­
rieron. Del misroo modo ,en la grâfica III.9. se 
representan los valores blâsticos medios induc^ 
dos por PHA, PWM y LPS en ambos grupos de anim^ 
les, tanto en condiciones fisioldgicas como tras 
la primera semana post infeccidn. Se observa co 
mo ambos grupos de animales presentaban valores 
muy semejantes antes de la inoculaciôn para los 
diferentes mitôgenos . Por el contrario, los v a ­
lores obtenidos en la primera semana PI pr e s e n ­
taban una muy significative disminucidn en el - 
grupo de animales que murieron en coraparacidn - 
con los sobrevivientes grâfica (III.9 ) .
III.A.5. Valoracidn de la capacidad F a g o c i t i c a .
Ante la gran importancia que los mecanismos fago 
citicos tienen en las enfermedades infecciosas y 










VALORES MEDIOS OBTENIDOS 
ENTRE LA 1? Y 2 9 SEMANA 
POST INFECCION.
Valoraciân funcional de tos linfocitos T y B en los 
cerdos inoculados aon el virus Esvana 7S-.
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se estudid la capacidad fagocitica de los M o n o c ^  
t o s-Macrdfa g o s y de los polimorfonucleares neu - 
trdfilos en todos los cerdos antes y despuës de 
la i n o c u l a c i d n •
I I I . A . 5.1. Estudios del Mo n o c i t o - H a c r d f ago y 
del polimorfonuclear neutrdfilo.
La capacidad fagocitica de estas cé- 
lulas se valord mediante la mon i t o r ^  
zacidn de la ingestidn de particulas 
de Latex y Zymosan, observândose a 
través de la microscopia ordinaria el 
nilmero de particulas ingeridas. Tarn - 
bién se cuantif icaron la Fosfatasa 
Acida liberada por los M-M tras la iii 
gestidn de las particulas ya menciona_ 
da s ,
En la tabla III-5 se represen - 
tan los valores medios de estos dos 
parâmetros a lo largo de toda la expe 
riencia. e s  de destacar el casi per - 
fecto paralelismo de ambos parâmetros 
que demuestran una disminucidn de la 
capacidad fagocitica de estas células 
a partir de ii, m  y iv semana, ob - 
servândose hacia la IV y, sobre todo 
en la quinta, la casi recuperaci<5n de 
los valores. En contraste a estos r e ­
sultados obtenidos en los M-M, ningtfn 
tipo de alteracidn fue observado ni 
en la capacidad fagocitica ni en la 
liberaciôn enzimâtica en los polimor- 
fonucleares (PMN). Tabla III-5.
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T A B L A  I I 1-5
VALQRACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA EN LOS 
ANIMALES INOCULADOS CON EL VIRUS ESPANA 75.
Mo n o c i t o -Ma c r o f a g o  (M-M)
SEMANAS LATEX FOSFATASA ACIDA
0 100 i 10 100 ± 20
I 98 i 10 96 ± 10
II 94 1 0,9 94 ± 12
III 47 i 10 48 ^ 10
IV 41 i 0,8 41 ± 0,9
V 70 i 10 74 ± 10
POLIMORFONUCLEAR Ne u t r o f i l o (PMN)
SEMANAS LATEX FOSFATASA ACIDA
0 100 ± 10 100 1 10
I 98 1 10 99 ± 10
II 100 i 10 97 i 10
III 97 ^ 0,9 96 ^ 10
IV 98 ^ 0,8 99 i 0,9
V 100 i 0,9 96 ± 0,8
Re s u l t a d o s  e x p r e s a d o s  e n p o r c e n t a j e  d e l o s v a l o r e s
REALES.
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Es tamblén Importante destacar 
que a pesar de realizarse repeti- 
' das experiencias para poner de m ^
nifiesto la presencia d e ^  glucc- 
ronidasa no se observé ninguna 
cantidad significative de la men- 
cionada enzima.
III.A. 6 . Valoracién del C o m p l e m e n t o .
L osval o r e s  basales fueron determinados en to - 
dos los animales en très ocasiones antes de la 
inoculacién. Estos valores resultaron de 100 a . 
150 unidades/mililitro de CH^^. A lo largo de 
la experiencia se observé una disminucién s i g ­
nificative de los valores, siendo en la III y 
IV semana cuando aparecian mâs bajos (grâfica 
III-IO.). Hacia la V.semana PI, los valores ten 
dian hacia la normalidad aunque todavfa los v a ­
lores estaban por debajo de los basales.
Es interesante destacar que en los animales 
sacrificados "in extremis" durante la primera - 
semana PI, los valores de la actividad he m o l l t ^ 
ca fueron muy bajos (30 a 60 C H ^ q ) en compara - 
ciôn con los basales.
I II.A.7. Cuantificacién del Factor de activacién de las - 
p l a q u e t a s .
Se estudié la liberacién de PAF mediante la reac^ 
cién del antigeno especifico (VPPA) con sangre 
periférica de los diferentes animales, mediante 
la reaccién mediada por IgE y baséfilos, siguier^ 



























Cambios secuenaiatea de la aoncentraaiân de 
complemento en cinco cerdos inoculados con 
el virus Espana 75.
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Solamente en los cerdos qu.e sobrevivieron a la 
infeccidn la primera y segunda semana pi, se obser 
varon valores de liberacldn de PAF significativ o s . 
En la grdfica III-IO. se puede observer como los 
valores de PAF durante la primera semana eran seme^ 
jantes a los contrôles; en la segunda semana se 1 1  
beraba un 25% de serotonina-tritiada, siendo a la 
tercera semana cuando se obtenian los valores mds 
altos (45%), manteniéndose prâcticamente constantes 
en la cuarta semana (43%) para descender ligeramen- 
te hacia la quinta y Ultima semana de la experien - 
cia (40%).
ES importante resaltar que la 1 iberacidn de se 
rotonina-tritiada inducida por el antigeno de PPA 
es significativamente mâs alta que la inducida con 
el antigeno control (Ascaris suis) que es un gran 
estimulador de la sintesis de igE- Grâfica Ili.l2.
III.A. 8 . Estudios inmunohistoldgicos
Los estudios realizados para la puesta en evidencia 
de depôsitos de inmunocomplejos inducidos por el 
VPPA, solo se pudieron llevar a cabo en cinco de 
los quince cerdos inoculados en este grupo.
El glomérulo de estos animales pre sentd fluo - 
rescencia positiva al VPPA, , e igG a partir de 
la tercera semana p i .
En todos los cortes realizados se efectud la 
técnica de bloqueo para poder comprobar la e spec if^ 
cidad de los inmunocomplejos.
Generalmente, en los patrones observados para 
depdsitos de igG, ésta ocupaba tanto la zona de la
SI
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Liberacién secuenaial de PAF a lo largo de la 
infecaidn de PPA en los cerdos inoculados con 































Valores aomparativos de la Liberaoion de PAF en cerdos 
inoculados con el virus de la PPA Espana 75, cerdos ino_ 
culados con Ascaris Suis.
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membrana basal como la raesangixü., mlentras que los 
depdsitos de Cg aparecian mâs en la zona mesangial 
que en la membrana basai (foto ili-3). _.a tincidn con
el anti VPPA presentd un patrdn mâs similar al de 
que al de igG (foto III-4).
ES importante destacar el paralelismo entre el 
aumento de 1 iberac idn de PAF y la cbservacidn de inmu 
nocomplejos de depdsito (grâfica Ill-ll).
I I 1 - A 9 .  Anatomla patoldglca
En los animales que murieron durante las dos primeras 
semanas Pl se observaron lesiones tlpicas de ppA a g u ­
da, clasificadas por sânchez Botija (1965) como tipo I
En los cerdos que fueron sacrificados al final 
de la experiencia (V semana) no se observaron lesio - 
nés significatives de ppA a nivel m a c r o s c d p i c o , a ex- 
cepcidn de uno de ellos que presentaba una ligera con_ 
gestidn y hemorragia en el ganglio roesentérico.
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FOTOGRAFIA 111-3
tT  '  ' N 1 '' ' s-jf
\ V
Depdsitos en forma granular distribuidos trre 
gularmente ooupando las vasos aapilaree, del 
glomérulo y regiôn mesangial. Ohsdrvese la 
falta de depdsitos en la arteriola.
Tenido con un suera de cone jo, maraado con 
fluorésceina , anti IgG de cerdo..
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FOTOGRAFIA III-4
Depôeitos de distribwCdoa prinaipalmente en 
la zona meeangial. Imdgenee eemejantes se 
vieron utilizando un suero anti VPPA.
Tenido con un suero de conejo, marcado aon fluo_ 
resceina , anti la fraoaién Cg del Complemento 
de ce rdc.
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III.B. ANIMALES ADULTOS INOCULADOS CON LOS VIRUS DE REPUBLICA - 
DOMINICANA, BRASIL, LISBOA 60 Y ESPANA 79.
Dadas las enorraes dlferenclas cllnicas y anatomopatoldgl- 
cas entre los cerdos adultos Inoculados con VPPA de alta 
virulencia y aquellos que lo son con virus de baja viru - 
lencia, pensamos que quizâs fuera de interés estudiar la 
respuesta inmune en estos animales frente a virus de las 
dos caracterlsticas mencionadas, con el fin de valorar 
sus posibles diferencias i n m u n o l ô g i c a s , as! como observer 
la repetibilidad ô no de algunos fendmehos observadcs en 
los animales inoculados con el virus Espana 75 p a r c ialme^ 
te atenuado.
II I . B . 1. Bstudio de la infeccidn
Los veinticinco animales adultos utilizadbs en e£ 
tos experimentos fueron divididos en grupos de 
cinco, siendo cada uno de ellos inoculados con 
los virus Repüblica Dominicana, Brasil, Lisboa 60 
y Espana 79, dejando un grupo de 5 cerdos como 
c o n t r ô l e s .
Los dos grupos inoculados con el virus de la Re^  
pdblica Dominicana y Brasil s o b r evivieron durante 
toda la experiencia (20 d i a s ) . Por el contrario, 
los inoculados con Lisboa 60 y Espafia 79 murieron 
entre el 79 y 99 d£a post-infeccidn (Tabla III- 6 . ) .
III.B.2. Determinacidn de viremia y anticuerpos especlficos
En todos los animales de este grupo se observd v i ­
remia desde el dia cuatro (primeras muestras) has- 
ta el final de los estudios (Tabla I I I . 7.)
En los cerdos inoculados con Repüblica Domini­
cana y Brasil se detectô IgM al 49 dia PI m e d i a n ­
ts ELISA, con titulos que oscilaron entre 1/16 y
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T A B L A  I I I  -  6
ESTUDIO DE LA INFECCION EN CERDOS ADULTOS 
INFECTADOS CON VARIOS VPPA.
N9 Ce r d o V irus MS DPI
101 RD S 20
102 RD S 20
106 RD S 20
108 RD S 20
109 RD S 20
103 B r a s IL S 20
104 B r a s i l S 20
105 B r a s i l S 20
107 B r a s i l S 20
108 B r a s i l S 20
1293 L i s b o a 60 M 9
1294 L i s b o a 60 M 7
1295 L i s b o a 60 M 9
1296 L i s b o a 60 M 7
1297 L i s b o a 60 M 7
1306 Es p a Ra  79 M 9
1307 Es p a Ra 79 M 9
1308 Es p a Ra 79 SI 9
1309 Es p a Ra  79 SI 9
1310 Es p a Ra 79 M 9
M = Mu e r t o 
S = Sa c r i f i c a d o  
SI = Sa c r i f i c a d o  "In Ex t r e m i s " 
RD = Re p ü b l i c a  Do m i n i c a n a
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T A B L A  III - 7
RESULTADQS DE VIREMIA Y ANTICUERPOS
D I A VIRUS VIREMIA ANTICUERPOS ELISA
0 RD Ne g . Ne g .
RD POS. IgM
8 RD Pos. IgM-Ig G
12 RD Pos. Ig M” Ig G
16 RD Pos. Ig G
20 RD Pos. IgG
0 BR Ne g . Ne g .
4 BR Pos. Ig M
8 BR Pos. Ig M ” Ig G
12 BR Pos. IgM-Ig G
16 Br Pos. Ig G
20 BR Pos. Ig G
0 L is 60 Ne g . n e g .
4 L is 60 Pos. Ne g .
7 L is 60 Pos. Ig G
9 L is 60 POS. Ig G
0 E s p a Ra  79 Ne g . Ne g .
4 E s p a Ra 79 POS. Ne g .
7 E s p a Ra  79 pos. Ig G
9 E s p a Ra  79 POS. Ig G
RD REPUBLICA DOMINICANA
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1/32, encontrândose a Los 8 dfas PI niveles de 
IgM e IgG (Tabla III-7.). Los titulos de igG 
se mantuvieron hasta el 20 dia PI. Por el c on­
trario, en los cerdos inoculados con Lisboa 60 
y Espafla 79 no se observaron cantidades d é t e c ­
tables de IgM, ni al 42 ni al 72 dia PI. Tamp£ 
co los niveles de IgG especifica fueron detec- 
tados hasta el 72 dia PI. Los titulos fueron In- 
feriores a los de los cerdos inoculados con Repü 
bllca Dominicana y Brasil
I I I . B . 3. C u a n t l f icacldn de Leucocitos totales y Linfocl- 
tos formadores de r b s e t a .
Los leucocitos totales y los linfocitos (FR) fue^ 
ron valorados, en todos los animales de este gru 
p o , cada cuatro dIas después de la inoculaciôn.
En la primera determinacidn Pl (4 d I a s ) , los 
valores de los leucocitos totales fueron muy se­
me jantes en los cinco grupos. A los 7 y 8 dIas 
PI, se observaba una inflexion en los valores 
con relaciôn a los contrôles y a las cifras bas^ 
les de todos los cerdos inoculados, siendo ésta 
disminucidn mâs significative en los inoculados 
con Lis. 60 y Esp. 79 que en los inoculados con 
RD y Br (Tabla III-B.).
A los 12 DPI, los animales inoculados con RD y 
Br, sobrevivientes a la infecciôn, presentaban 
valores de 51 - 3.2 y 60 - 1,5 r e s p e c t i v a m e n t e .
A partir de este p u n t o , los leucocitos totales 
fueron ascendiendo p r o g r e s i v a m e n t e , encontrândo- 
se, a los 20 DPI, valores casi iguales a los con 
troles (92 - 7,1 para RD y 8 8  - 2,1 en los inocu 
lados).
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T A B L A  III - 8
CUANTIFICACION DE LOS LEUCOCITOS 
TOTALES Y CELULAS CFR.
D I A VIRUS LEUCOCITOS TOTALES C F R
0 RD 100 ± 10 100 ± 12
4 RD 72 ± 5,2 50 ± 5,1
8 RD 52 ± 2,1 60 ± 6,1
12 RD 51 ± 3,2 86 1 6,3
16 RD 68 i 3,4 99 ± 10
20 RD 92 * 7,1 100 i 10
0 B r a s  IL 100 ± 9,5 100 * 1,5
4 B r a s i l 70 * 4,6 100 ± 10
8 B r a s i l 68 i 2,7 48 i 5,3
12 B r a s i l 60 ± 1,5 58 1 6,1
16 B r a s i l 64 i 3,1 75 ± 6,2
20 B r a s i l 88 1 2,1 100 i 12
G L i s b o a  6G 100 ± 10 100 i 15
4 L i s b o a  6G 60 ± 5,2 50 ± 8,1
7 L i s b o a  6G 44 1 4,3 45 ± 10
9 L i s b o a  6G 47 i 2,1 50 ± 10
G E s p a Ra  79 100 t 10 100 i 20
4 E s p a Ra  79 70 ± 7,1 60 i 10
7 E s p a Ra  79 45 i 10 35 ± 15
9 E s p a Ra  79 40 ± 13 22 1 10
RD REPUBLICA DOMINICANA
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por otra parte, los linfocitos (FR) présenta - 
ron valores casi paralelos a los obtenidos en la 
cuantificacidn de los leucocitos totales (Tabla III 
8 ). Tatnbldn en esta determinacidn los puntos de in- 
flexidn fueron méls acusados en los animales inocula 
dos con Lis 60 y Esp 79, principalm e n te estos ülti- 
mos, que aquellos inoculados con rd y B r .
III-B.4. Respuesta funcional "in vitro" de los linfocitos 
frente a mitdgenos y al a n t i g e n o .
La induccidn bldstica especifica (Ag PPA) e inespe- 
clfica (PHA, PWM y L P S ) fué evaluada cada cuatro 
dias en los cinco grupos de este expérimente.
En la tabla III-9 se representan los valores ob 
tenidos en los grupos inoculados con r d  , B r , Lis 60 
y Esp 79, al igual que los contrôles frente a los djL 
ferentes mitdgenos.
El c o mportamiento funcional de los cuatro grupos 
inoculados fue seme jante a lo observado en otros p a ­
ramètres ya evaluados, pudiéndose diferenciar dos 
grupos; por un lado los cerdos inoculados con rd y 
Br presentaban valores muy seme jantes entre ellos, 
en los que cabe destacar una significativa disrainu - 
cidn de la blastogénesis inducida por PHA y PWM, es- 
pec ialmen te a los 8 DPI, con valores para pHA de 58- 
7 en los inoculados con rd y de 59- 10 para los que 
lo fueron con B r . De igual forma, en el caso del pwM 
los valores fueron de 76 - 10 y 83 - 10 respectiva - 
mente, a los 16 <3 20 dias PI, se volvian a recuperar 
en ambos grupos de animales los indices basales. 
por el contrario, no se observd ningtln cambio signi­
ficative en la induccidn blSstica con LPS, siendo los 
valores en ambos grupos de animales muy semejantes a
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T A B L A  III - 9
INDUCCION BLASTICA ESPECIFICA 
E INESPECIFICA EN CERDO.
Adultos inoculados con diferentes VPPA.
DIA VIRUS PHA PWM LPS PPA-Ag
0 RD 100 ± 10 100 ± 12 100 + 20 0,10 ± 0,10
4 RD 70 ± 10 90 ± 12 90 ± 15 0,15 + 0,20
8 RD 58 ± 7 76 ± 10 91 10 0,10 + 0,10
12 RD 91 + 10 83 + 7 88 + 10 0,80 ± 0,20
16 RD 97 ± 8 77 ± 10 90 ± 10 1,50 ± 0i40
20 RD 96 ± 10 80 ± 8,6 94 ± 15 4,54 ± 0,50
0 B r a s  IL 100 ± 8 100 + 10 100 + 12 0,10 t 0,06
4 B r a s IL 91 ± 9 72 ± 9 95 ± 7 0,10 ± 0,08
8 B r a s i l 59 ± 10 83 ± 10 96 + 6 0,36 ± 0,10
12 B r a s i l 90 ± 7 72 ± 7 91 ± 10 1,00 ± 0,20
16 B r a s i l 100 ± 12 88 ± 10 94 + 6 1,45 ± 0,40
20 B r a s i l 100 ± 15 100 ± 9 96 + 5 5,10 ± 0,60
0 L i s b o a  60 100 ± 15 100 ± 10 100 ± 10 0,15 ± 0,10
4 L i s b o a  60 59 + 7 93 + 4 90 + 5 0,10 ± 0,05
7 L i s b o a  60 50 ± 5 65 ± 7 92 + 4 0,12 ± 0,10
9 L i s b o a  60 44 ± 8 56 ± 9 91 ± 10 0,15 ± 0,12
0 E s p a Ra  79 100 + 10 100 ± 20 100 ± 15 0,11 ± 0,5
4 E s p a Ra  79 40 ± 10 60 ± 10 90 + 5 0,15 ± 0,10
7 E s p a Ra  79 32 + 7 40 ± 10 92 + 10 0,12 ± 0,10
9 E s p a Ra  79 40 + 10 30 + 7 91 ± 10 0,11 + 0,10
0 CONTROLES 100 ± 10 100 + 10 100 ± 15 0,10 ± 0,10
4 CONTROLES 80 ± 15 100 ± 15 100 t 13 0,15 + 0,08
8 CONTROLES 100 + 12 80 + 10 90 + 10 0,10 + 0,12
12 CONTROLES 90 ± 15 90 ± 12 94 ± 15 0,12 ± 0,09
16 CONTROLES 95 ± 10 100 + 15 89 ± 10 0,10 ± 0,10
9 3
los de Los animales control.
Al igual que para los mitdgenos, se observd 
un gran paralelismo entre estos dos grupos de ani­
males, en los Indices bldsticos obtenidos con el 
antigeno especifico. Los valores de estos animales 
fueron comunes a los otros très grupos hasta los 8 
DPI. A los 12 DPI, los indices bldsticos fueron en 
aumento progresivo frente a los contrôles, presen - 
tando a los 16 DPI unos indices bléisticos de 1,50 - 
0,40 para rd y l,4sl 0,40 para B r . A los 20 DPI el 
aumento en los indices bldsticos era muy s i gnifica­
tive, presentando valores de 4,54 - 0,50 y 5,10 t 
0,60 respectivamente (Tabla i n - 9 )
por otro lado, los cerdos inoculados con los v^ 
rus Lis 60 y Esp 79 p r e sentaron una inmunosupresidn 
si g n i ficativa, tanto frente a los mitdgenos (PHA y 
PWM) como frente al antigeno especifico. s in embargo, 
presentaron valores normales para el LPS. Asi los 
animales inoculados con Esp 79 presentaron a los 7 
DPI unos valores de 32 ^- 7 para PHA, 40 - 10 para 
PWM y 0,12 frente al antigeno, siendo de 92 - 10 
para el LPS. De igual forma, los inoculados con Lis 
60 presentaron valores muy seme jantes, aunque ligera^
mente s u p e r i o r e s . para pHA los valores fueron, a los 
7 DPI de 50 - 5, siendo para pwM y Antigeno ppA de 
65 - 7 y 0,12 - 0,10 respectivamente. También en e£ 
te caso el LPS no indujo inmunosupresidn (LPS = 92 
1 4). (Tabla 1II-9) .
I I I .B .5. Diferencias en la respuesta funcional de los l i n f o ­
citos frente a peste porcina Africans y peste porci-
na cldsica.
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con el fin de comprobar si las variaciones ob 
servadas en la respuesta funcional de los lin^ 
focitos era especifica del VPPA o si, por el 
contrario, podia ser comiln a otras infecciones 
viricas, se corapararon los resultados obteni - 
dos en la induccidn bldstica con PHA y LPS de 
los grupos de cerdos adultos inoculados con r d , 
Br y Lis 60 con los obtenidos en los cerdos ino 
culados con el virus de la peste porcina clüsi- 
c a . Las siguientes diferencias fueron observa - 
das. LOS animales infectados con el virus de la 
PPG presentaron una disminucidn moderada con 
PHA y PWM, mientras que aparecia una marcada 
disminucidn de los indices bldsticos frente a 
LPS. En contraste, los cerdos infectados con los 
virus de la ppA presentaron una depresidn mds 
marcada en PHA y PWM y unos indices normales en 
L P S . (Tabla III-IO) .
ES también importante destacar que el virus 
de la peste porcina clésica se comportd como los 
virus de la ppA de alta virulencia en cuanto a 
la m o r t a l i d a d , asi, en ambos grupos, se produjo 
la muerte a los 16 DPI (Tabla III.IO).
I II.B. 6 . Valoracidn de la capacidad fagocitica de los m o - 
nocitos y p o l i m o r f o n u c l e a r e s .
La capacidad fagocitica de los M-M y de los 
PMN de este grupo fue también valorada median te 
la ingestidn de particules de Latex y la libera 
cidn enzimâtica de la Fosfatasa Acida (Tabla 
III-15 y 111-16).
En la tabla I H - 1 5  se representan los v a l o ­
res porcentuales medios de la capacidad fagoci-
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T A B L A  III - 10
DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA FUNCIONAL DE LOS 











0 100 * 10 100 ± 8 100 ± 10 100 * 12
.70 ^ 10 91 ± 9 90 ^ 5 97 i 10
8 58 i 59 i 10 92 i 4 92 ^ 5
12 91 ^ 10 90 i 7 91 i 10 87 i 10
16 97 ± 8 100 i 12 M M










0 100 ^ 20 100 ^ 12 100 i 10 100 ± 2 0
4 90 i 15 95 ^ 7 90 " 5 65 ^ 10
8 91 i 10 96 i 6 92 i 4 50 i 5
12 88 ± 10 91 i 10 91 ^ 10 43 ^ 5
9 G
(Cortin.) T A B L A  III - 10
L P S
D I A PPA PPA PPA
Rd B r L is 60 PPC
16 90 i 10 94 ± 6 M M
20 94 ± 15 96 ± 5 M M
V a l o r e s  Po r c e n t u a l e s  m e d i o s  o b t e n i d o s  d e l o s
REALES.
M = Mu e r t e
PPA = Peste Porcina Africana 
PPC = Peste Porcina Clasica 
RD = Repüblica Dominicana 
Br = Brasil 
Lis 60 = Lisboa 60
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T A B L A  I I I  -  15
CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS MONOCITOS-MACROFAGOS 
EN LOS CERDOS ADULTOS INOCULADOS CON VARIOS VPPA.
DIA VIRUS LATEX FOSFATASA ACIDA
0 RD 100 i 9.7 100 ± 5,4
RD 82 i 7.9 99 ± 6.3
8 RD ■ 62 ± 5.2 86 ± 9.1
12 RD 71 * 3.1 70 i 7.1
16 RD 78 i 5.1 99 ± 10
20 RD 8 1 ^ 6 . 1 97 ± 9.2
0 BRASIL 100 ± 10.2 100 ± 7.9
BRASIL 70 ± 5.9 100 ± 10
8 BRASIL 65 ± 2.9 69 i 7.1
12 BRASIL 79 ± 3.7 68 ± 8.1
16 BRASIL 80 ± 3.1 75 ± 2.1
20 BRASIL 88 ± 2.9 90 i 2.0
0 LISBOA 60 100 ± 9.3 100 ± 5.2
4 Lisboa 60 60 ± 5.1 75 1 3.1
7 LISBOA 60 41 i 3.1 58 ± 7.1
9 Lisboa 60 39 ± 2.1 41 t 2.1
0 ESPARA 79 100 ± 10 100 T 7.1
4 . ESPARA 79 70 ± 5.1 60 ± 8.1
7 ESPARA 79 62 ± 7.1 45 ± 10
9 ESPARA 79 40 i 3.1 28 ± 7,9
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tica de los M-M. Se observa una disminucidn 
de los valo r e s , , en ambos pardmetros, entre el 
4 y 8 DPI. siendo més acusado este descenso 
en los cerdos inoculados con Lis 60 y Esp 79 
que en aquellos que lo fueron con rd y s r .
LOS animales inoculados con los virus RD 
y Br presentaron una elevac idn progresiva de 
los valores a partir de los 12 DPI, siendo 
ra la ingestidn de Latex de 81 - 6,1 y 8 8  - 
2,9 respectivamente y para la liberacidn enz^ 
mdtica de 97 - 9,2 y 90 - 2,1 a los 20 DPI.
ES importante destacar el gran paral e l i s ­
mo entre los valores obtenidos en el estudio 
de la ingestidn de particules como en la libe­
racidn enzimdtica, similitud existante en to - 
dos los casos.
LOS resultados de la valoracidn de la capa^ 
cidad fagocitica de los PMN presentaron una 
gran uniformidad en todas las muestras tomadas, 
un iformidad que correspondis con los valores de 
los animales contrôles asi como de los valores 
basales (tabla III-16), siendo, no obstante, 1 j. 
geramente inferiores los valores obtenidos en 
los cerdos inoculados con Lis 60 y Esp 79.
I I I . 8.7. flnatomia patoldgica
Las lesiones macroscdpicas observadas en los 
cerdos inoculados con los virus Lis 60 y Esp 79 
fueron muy similares a las descritas como lesio 
nés clésicas de la peste porcina Africana (gdn- 
chez Botija et al (1965) ; ganglios linféticcs
g a s t r o h e p d t i c o s , renal y mandibular hemorrdgi -
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T A B L A  1 1 1 - 1 6
CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS PMN EN LOS 
CERDOS ADULTOS INOCULADOS CON VARIOS VPPA,
DIA VIRUS LATEX FOSFATASA ACIDA
0 RD 100 ^ 9,1 100 i 4,2
4 RD 97 i 0,2 99 ^ 0,2
8 RD 99 ^ 0,8 98 ± 0,7
12 RD 98 i 0,9 98 i 0,3
16 RD 96 i 0,7 99 i 0,4
20 RD 99 ^ 0,7 98 ± 0,7
0 BRASIL 100 i 10 100 ^ 9,2
4 BRAS IL 95 ^ 0,5 99 ^ 0,4
8 BRASIL 98 ^ 0,2 97 ± 0,3
12 Brasil 97 i 0,2 99 i 0,4
16 Brasil 96 ^ 0,7 92 t 0,1
20 Brasil 98 ^ 0,1 97 ± 0,3
0 L isboa 60 100 i 7,3 100 ± 2,1
4 L isboa 60 98 i 0,2 99 ^ 0,7
7 Lisboa 60 95 ^ 0,7 96 i 0,1
9 Lisboa 60 90 ^ 0,3 95 ^ 0,7
0 EspaRa 79 100 i 6,8 100 ± 9,4
4 ESPARA 79 97 i 0,3 99 ^ 0,9
7 ESPARA 79 96 i 0,2 94 ± 0,7
9 ESPARA 79 91 i 0,4 93 ^ 0,9
RD = Repüblica Dominicana
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COS e hipertrdf icx>s, esplenomegâlia hemorrâg^ 
ca, petequlas hemorrâglcas en rifidn y edema 
pulmonar. por el contrario, las lesiones obser^ 
vadas en los animales inoculados con rd y Br 
eran poco severas, apareciendo ligera conges - 
tidn, generalmente en el ganglio gastrohepéti- 
co, algunas petequias en rifidn y una ligera zo 
na conge Stiva en pulmdn.
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III.C. LECHONES INOCULADOS CON EL VIRUS DE LA REPUBLICA DOMINI­
CANA, BRASIL, LISBOA 60 Y ESPARA 79.
Para reallzar estos estudios se utilizaron lechones obt£ 
nidos por ces&rea, los cuales no hablan sido alimentados 
con ningdn tipo de calostro. Se mantuvieron en ambiente 
estéril hasta cumplir los 15 dias de edad, en que fueron 
divididos en grupos de cinco e inoculados con RD, Br,
Lis 60 y Esp 79, dejando un grupo de control.
I II. C . ) . Estudio de la i n f e c c i d n .
Los veinte animales murieron de PPA aguda entre 
el 49 y 99 dia PI, independientemente del virus 
con el que fueron inoculados (Tabla 111.11.).
III.C.2. Determinacidn de Viremia y Anticuerpos especifi - 
c o s .
En las tres muestras que pudieron ser analizadas 
en este grupo (4, 6 , 9 DPI), todos los animales 
mostraron virus en sangre. Sin embargo, no se pu- 
sieron de manifiesto cantidades détectables, me - 
diante nuestras técnicas, de anticuerpos especif^ 
cos de PPA (Tabla II I . 12.)
III.C.3. Cuantificacidn de Leucocitos totales y Linfocitos 
formadores de R o s e t a s .
Los valores de leucocitos totales y linfocitos 
(FR) fueron prâcticamente iguales en los cuatro 
grupos inoculados y presentaron una progresiva 
disminuc i d n , mostrando en el 99 DPI valores de 
leucocitos totales y linfocitos (FR) de 36 - 5 y 
70 - 13 respectivamente en los inoculados con R D , 
45 - 3 y 60 - 10 en Br, 40 - 10 y 40 - 5 en Es p . 79 
y finalmente valores de 40 - 5 y 64 - 10 para los 
inoculados con Lis 60 (Tabla II I . 13.).
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T A B L A  I I I  -  11
ESTUDIO DE LA INFECCION EN LOS LECHQNES 
INOCULADOS CON VARIOS VPPA.
N9 ANIMAL VIRUS V, M, SI D P I
1 RD ST 6
2 RD M 9
3 RD M 6
5 RD M 6
6 RD M 9
18 Bra sIL M 6
19 Brasil M 5
20 Brasil SI 6
21 Brasil M 9
22 Brasil M 4
23 Lisboa 60 M 9
24 Lisboa 60 M 6
25 Lisboa 60 M 5
25 Lisboa 60 M 4
11 EspaRa 79 M 5
12 EspaRa 79 M 5
13 EspaRa 79 M 6
14 EspaRa 79 M 6
15 EspaRa 79 M 4
4 Control V -
7 Control V -
8 Control V -
10 Control V -
17 Control V -
V ivo - SI = Sacrificado "in extremis" 
Muerto _ pg = repüblica d o m i nic an a.
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T A B L A  I I I  -  12
ESTUDIO DE VIREMIA Y ANTICUERPOS ESPE- 
CIFICOS EN LOS LECHQNES INOCULADOS CON 
VARIOS VPPA.
D I A VIRUS VIREMIA ANTICUERPOS
0 RD Ne g , Ne g .
RD Pos. Ne g .
6 RD Po s . Ne g .
9 RD Pos. Ne g .
0 Bras IL Ne g . Ne g .
4 Brasil Pos. Ne g .
6 Br a sIl Pos. Ne g .
9 BRASIL Pos. Ne g .
0 L isboa 60 Ne g . Ne g .
4 L isboa 60 Pos. Ne g .
6 L isboa 60 Pos. Ne g .
9 L isboa 60 Pos. Ne g .
0 EspaRa 79 Ne g . Ne g .
4 EspaRa 79 Pos. Ne g ,
6 EspaRa 79 Pos. Ne g .
9 EspaRa 79 Pos. Ne g .
Pos. = POSITIVO 
Neg. = Negativo
Anticuerpos valorados mediante ELISA indirecto uti 
LIZANDO IgG de conejo ANTI IgM DE CERDO.
RD = REPUBLICA Dominicana
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T A B L A  III - 13
CUANTIFICACION DE LOS LEUCOCITOS TOTALES 
Y LOS LINFOCITOS (FR) EN LOS LECHONES - 
INOCULADOS CON VARIOS VPPA.
D I A VIRUS LEUCOCITOS LINFOCITOS (FR)
0 RD 100 ^ 10 100 i 15
4 RD 60 i 8,1 80 i 10
6 RD 40 i 5,1 69 ± 10
9 RD 36 ± 5,2 70 ^ 13
0 Br a s il 100 i 20 100 ± 10
4 BRASIL 70 i 10 75 ^ 20
6 Br a s il 55 ^ 10 65 ^ 15
9 BRASIL 45 i 3,7 60 ^ 10
0 Lisboa 60 100 ± 10 100 i 15
4 L isboa 60 60 ± 15 80 ± 15
6 L isboa 60 50 ± 20 75 ^ 20
9 L isboa 60 40 ^ 10 64 ^ 20
0 EspaRa 79 100 i 20 100 ^ 10
4 EspaRa 79 75 ± 10 60 i 20
6 EspaRa 79 64 i 13 45 ^ 20
9 EspaRa 79 40 ± 10 40 * 5
FR = Fo r m a d o r e s  d e  r o s e t a  
RD = Re p ü b l i c a  Do m i n i c a n a
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III.C.4. Respuesta funcional “In vitro" de los Linfocitos 
frente a mitdgenos y a n t i g e n o .
La induccidn bldstlca inespecffica {PHA, PWM y 
LPS) y especifica (Ag PPA) fué evaluada antes dé 
la inoculacidn (dia 0 ) y , p o s t e r i o r m e n t e , los 
dias 4, 6 y 9, en todos los animales de este grti 
po de estudio.
En la tabla I I I . 14. se expresan los valores 
porcentuales medios obtenidos en cada grupo de 
lechones. En todos ellos aparecid una dismlnu 
cidn muy significativa de la respuesta frente a 
PHA y PWM, siendo ligeramente menos acusada la 
disminucidn frente a LPS. No existieron prâctica^ 
mente diferencias entre los inoculados con RD y 
Br y los inoculados con Li s . 60 y E s p . 79, al igual 
que ocurria en los cerdos adultos.
En el caso de la induccidn blAstica especifica 
con el antigeno de la PPA, tampoco se observd niri 
gün tipo de estimulacidn (Tabla II1.1 4 . ) .
I II.C.5. Anatomia P a t o l d g i c a .
En el exàmen anatomopatoldgico efectuado en todos 
los animales muertos entre los dias 4, 6 y 9 DPI, 
(Tabla II I . 11 ), se observaron lesiones macroscd 
picas tipicas de Peste Porcina Africana, tal c o ­
mo fueron clasificadas por Sânchez Botija et al, 
(1965). Las lesiones no presentaron ningdn tipo de 
diferencias segün los distintos virus i n o c u l a d o s .
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T A B L A  III - 14
INDUCCION BLASTICA ESPECIFICA E INESPECIFICA 
EN LECHONES INOCULADOS CON VARIOS VPPA.
DIA VIRUS PHA PWM LPS Ag -PPA
0 RD 100 i 10 100 i 10 100 i 15 Ne g .
4 RD 50 i 10 43 ± 20 60 ^ 15 N e g .
6 RD 40 i 10 49 ± 15 53 ± 20 Ne g .
9 RD 45 ± 5 33 i 10 41 ± 10 Ne g .
0 Bras IL 100 i 10 100 * 20 100 ^ 10 Ne g .
4 Brasil 80 * 20 '65 ± 10 82 ± 10 Ne g .
6 Brasil 60 ^ 20 70 i 13 73 ± 15 Ne g .
9 Brasil 70 ^ 15 63 i 10 78 i 10 Ne g .
0 L isboa 60 100 i 10 100 i 10 100 t 10 N e g .
4 Lisboa 60 60 i 20 43 i 10 70  ^ 5 Ne g .
6 L isboa 60 50 ± 10 50 ^ 5 78 i 10 Ne g .
9 Lisboa 60 45 ± 5 45 ^ 5 65 ^ 15 Ne g .
0 EspaRa 79 100 i 10 100 ^ 10 100 ± 5 Ne g .
4 EspaRa 79 89 ^ 10 60 ^ 3 73 i 15 Ne g .
6 EspaRa 79 60 ^ 5 50 ± 5 69 ± 5 Ne g .
9 EspaRa 79 60 i 5 55 ^ 5 59 t 10 Ne g .
RD = Repüblica Dominicana
107
fll.D. EFECTQS DEL VIRUS PE LA PPA. SOBRE LAS PRINCIPALES CELU­
LAS DEL SISTEMA INMUNE.
como se ha puesto de manifiesto en los apartados ill. 
A.3, III.B.4 y III.C.4 La infeccidn con el virus de la 
PPA produce una supresidn signif icativa en la capacidad 
funcional de la respuesta de los linfocitos T frente a m^ 
tdgenos, siendo esta inmunosupresidn mds acusada en la in 
feccidn por virus de alta virulencia que en los de baja.
por otra parte en los apartados I II.A.5 y III. 8 . 6  tarn 
bién se ha podido observer que la capacidad fagocitica de 
los M-M se encontraba alterada "in vitro” en los cerdos 
infectados con diferentes VPPA.
A diferencia con lo anteriormente expuesto la capaci- 
dad funcional de los linfocitos B y de los PMN parecia me^  
nos o nada alterada durante la infeccidn experimental de 
PPA.
con el fin de comprobar el posible paralelismo exis - 
tente entre la respuesta funcional y la infeccidn "in v i ­
tro" sobre cada una de las cdlulas del sistema inmune a n ­
tes mencionadas se aislaron y pur if icaron poblaciones de 
linfocitos B, T, M-M y PMN infectindose con el VPPA. La in 
feccidn fue evaluada a las 24, 48, 72 y 96 horas mediante 
la fluorescencia directa y la hemoadsorcidn.




D i r e c t a . POSNegpos
PosHemoadsorcidn Neg Negpos
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Los M-M presentaron fluorescencia positiva al igual 
que repiicacidn viral con el incremento de cuatro loga - 
ritmos. Por el contrario en los PMN y los linfocitos B 
no se observd fluorescencia ni repi icac idn viral. En cuaii 
to a los linfocitos T (FR) se observd fluorescencia pos_i 
tiva en todas las preparaciones asi como repiicac idn v i ­
ral a partir de las 24 horas de infeccidn "in vitro".
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IV. D I s C U s I 0 N
En este trabajo se ban estudiado las variaclones 
Inmunoldglcas de algunos de los pardmetros mds importantes de la 
respuesta inmunltarla durante la infeccidn experimental con dife- 
rentes virus de PPA en cerdos adultos y lechones.
En los animales adultos, varios autores ban obser- 
vado la presencia simultdnea de anticuerpos de la clase igG y de 
virus en infecciones con diferentes cepas del virus de la ppA (De 
Boer et al, 1972, De Tray, 1957). Sin embargo, no se dispone de 
informéeidn relacionada con la cindtica de la igM especlfica de 
PPA en cerdos infectados con este virus. En este trabajo se ha po 
dido demostrar la presencia de anticuerpos de la clase igM a los 
cuatro dias p i . Este fendmeno ha sido observado en el curso de la 
infeccidn por dos de las cepas ensayadas, caractérisadas funcio - 
nalmente por su menor virulencia en cerdos adultos. En estos a n i ­
males la presencia de igM especlfica podrfa estar relacionada con 
la menor virulencia de esas cepas.
En el caso de los lechones fue observada también v^ 
remia durante toda la duracidn del exper imen t o , aunque no se detec^ 
t<3 IgM, siendo ademds, mu y bajos los niveles de IgG. probable men te 
esta conducta se debla a la gran virulencia de los diferentes vi - 
rus de PPA en estos animales.
Los virus considerados de baja virulencia para los 
cerdos adultos, inducen una respuesta humoral similar a la de las 
otras enfermedades viricas en cuanto a la cinética de aparicidn de 
IgM e igG. Asl, la IgM aparece a los cuatro dias PI y desaparece a 
los doce dias p i . La IgG aparece dentro de los patrones de otras 
infecciones viricas, pero ofrece diferencias caracteristicas como 
es su mantenimiento durante todo el tiempo de persistencia de la 
infeccidn de la PPA que, generalment e , se prolonge durante la vida 
del a n i m a l .
Las lesiones macroscdpicas observadas en los cerdos 
adultos inoculados con los virus denominados de alta virulencia
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(Lis 60 y Esp 79) coincidieron con las descritas por Maurer et al 
(1958), sdnchez Botija et a l , (1965) y Moulton, J.E. and coggins,
L (1968). igualmente, las lesiones observadas en los cerdos adul^ 
tos con los virus de baja virulencia (RD y B r ) coincidlan con las 
observadas por Mebus et al, (1979 y 1981) en cerdos inoculados e x ­
per imen ta Imen te con los aislados procédantes de Brasil y Repdbli- 
ca Dominicana. En cuanto a los lechones, las lesiones macroscdpi- 
cas observadas, en todos los casos, eran i n d e p e n d lentes del virus 
inoculado y coincidlan con las descritas por s&nchez Botija et al, 
(1965) como Tipo I. con mortalidad de 100%. Recientemente Mc Vicar 
et al., (1981). También han descrito lesiones semejantes en los 
lechones en el curso de la infeccidn experimental con los virus 
procédantes de Repdblica Dominicans y Brasil. Por tanto, las dife^ 
rencias del grado de virulencia entre los virus ensayados solamen 
te ha podido ponerse de manifiesto en los cerdos adultos, ya que 
en los lechones todos los virus se comporteron como cepas de alta 
virulenc i a .
En los diferentes experimentos desarrollados en e s ­
te trabajo se ha observado leucopenia con marcada linfopenia inde^ 
pendientemente del virus inoculado y de la edad del animal. Esta 
observacidn coincide con la descrita previamente por De Tray y 
Scott, G R , (1957) Wardley y Wilkinson, (1977 y 1980) en cerdos
inoculados con otros virus diferentes a los utilizados en este tra^ 
bajo, por lo que parece ser una constante en la infeccidn con VPPA 
aunque no especlfica, pues resultados muy similares aparecen du - 
rante la infeccidn experimental de ppc. De Tray, D y Scott, G R , 
(1957).
La linfopenia fue analizada mediante los receptores 
e specIf icos de superficie. Las células T fueron caracterizadas 
por su afinidad para formar rosetas con los eritrocitos de carne- 
ro, de acuerdo con las observaciones de Escajadillo et al., (1975) 
utilizando la técnica de Buschaman et al, (1980) que trata los er^ 
trocitos de carnero con n e u r o a m i n i d a s a . Las células B, valoradas 
por la presencia de inmunoglobulinas de superficie tal como fue
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descrito por Pernis et al., (1977) y Buschmann et al., (1980). Pa 
ralelamente también fue utilizada la tincidn especlfica de estera 
sas descrita por Lagotent et al, (1978) para la identificacidn de 
linfocitos T y B. Los resultados obtenidos con ésta dltima técnica 
fueron muy poco satisfactorios para la caracterizacidn de éstas c£ 
lulas en el cerdo, dada su falta de repetibilidad y pobre correla-
cidn con los receptores de superficie e s p e c f f i c o s .
Comparando los resultados obtenidos en la cuantif^
caciôn de los linfocitos T y B mediante sus receptores de superfi­
cie se observé un gran paralelismo en los diferentes grupos de ex­
perimentos realizados. La linfopenia fué mâs acusada en los linfo­
citos T que en los B, estando la severidad de este fendmeno rela - 
cionada con la edad de 1 animal y el virus inoculado. Asl, en los 
lechones era més acusada que en los adultos, y en la infeccidn con 
virus de alta virulencia era superior la linfopenia de células T 
que en los animales inoculados con virus de baja virulencia. Estos 
resultados no concuerdan con los obtenidos por Wardley y Wilkin - 
son (1980). Estos autores indican que observan una mayor linfope­
nia de las células B que de las T. La explicacidn a estas diferen 
cias podria ser atribuida a las distintas condiciones de la técn^ 
ca y de los virus utilizados por estos autores. En nuestros ensa- 
yos el tratamiento de los eritrocitos con neur oaminidasa permite 
detectar mayor ndmero de células formadoras de rosetas. Por otra 
parte, si tenemos en cuenta que la mayorla de los linfocitos cir - 
culantes son células T (Aiute, F, 1974) y que la linfopenia es cor» 
siderada como alteracidn constante en la PPA, parecj Idgico pensar 
que sean més afectadas las células que se encuentran en mayor pro- 
porcidn (linfocitos T ) .
La capacidad funcional de los linfocitos T fue va 
lorada mediante la induccidn bléstica con PHA, dada la accidn se­
lective de este mitdgeno. para este tipo de c é l u l a s , Coombs e t.
(1970) Greaves et al, (1972).Los linfocitos B se analizaron^^^^i^i^ïi' 
mediante la induccidn b l é s t i c a ,utilizando LPS,ya que este 
présenta accidn selëctiva para este tipo de células, F o r n t ^  ^
nmijoTEc/.
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y coiî t inho ( 1 9 78 ) .
L O S  resultados de estos trabajos demuestran que las 
células T presentan una marcada inmunosupresidn, en contraste con 
los Indices blâsticos obtenidos en las células B, las cuales p r e ­
sentan va 1 ores prâcticamente normales. El grado de inmunosupresidn 
guarda relaciôn con la virulencia del virus y la edad del animal, 
siendo observado s los valores mâs bajos en las infecciones con v i ­
rus de alta virulencia y en los animales de corta edad.
Respecte a los estudios comparatives con la PPC, m e - 
rece de stacar se que, si bien en ambos casos se produce leucope - 
nia con linfopenia, en el estudio de la capacidad funcional de 
los linfocitos T y B frente a los mitdgenos e spec I f icos se demos^ 
trô, en nuestros ensayos, diferencias significativas entre la PPA 
y la PPC. El virus de la ppc afecta principaImente a las poblacio 
nés celulares sobre las que actüa el mitdgeno L P S , mientres que 
no parece afectar a las células sobre las que actüa el mitdgeno 
PHA. El virus de la ppA, por el contrario, afecta a las poblacio­
nes celulares que responden al mitdgeno pHA, en tanto que no afec 
ta a las células que responden al mitdgeno LPS.
En cuanto a la respuesta bléstica inducida per el an 
tigeno de PPA, los resultados han puesto en evidencia très tipos 
de coinpor t am i en to inmunoldgico en funcidn de la virulencic del 
rus y de la edad de los animales:
19.- La respuesta observada en los cerdos adiltos 
inoculados con el virus Espana 75 (parc laImente atenuado), en los 
cuales el Indice bléstico fue muy bajo.
29.- La respuesta de los animales adultos incculados 
con los virus de baja virulencia (r d  y Br), que presenter en Indi­
ces blâsticos muy superiores a los anteriormente mencionacos a 
partir de los 12 dias Pi y, aumentando progresivamente hasta el
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acrificio .
32.- La respuesta de los animales adultos inoculados 
on los virus de alta virulencia (Esp 79 y Lis 60), asl como de 
os lechones inoculados con los virus de baja y alta v i r u l e n c i a ,en 
os cuales no se detectd b l a s t o g é n e s i s .
Las diferencias en la intensidad de eston tres tipos 
e respuesta inmunoldgica podrian estar relacionadas con el grado 
e alteracidn de la capacidad funcional del linfocito t , dado que 
ste tipo de células es el que responds m a y o r it arlamente a la est^ 
ulacidn bléstica por el antlgeno, de acuerdo con los trabajos de 
eguit et al ,(1973).
La falta de estimulacidn bléstica en la respuesta 3 
odria ser explicada también por la acusada disminucidn del nilme- 
o y la funcidn de los linfocitos T, observada en estos animales, 
si mismo, séria un factor condicionante de esta falta de respues 
a, la muerte del animal antes de los 12 dias P l , periodo minimo 
n nuestros ensayos para el reconocimiento del antigeno por los 
infocitos T.
La aparente falta de correlacidn entre la capacidad 
uncional disminuida de los linfocitos T y los niveles relativa- 
ente altos de anticuerpos encontrados entre los 6 y 8 dias de 
o s t - i n f e c c i d n , sugiere que dichos anticuerpos pudieran estar in- 
ucidos s in la cooperac idn de las células t, como se ha podido ob 
servar en otras enfermedades viricas, Mochizuky et al, (1977), o 
on la participéeidn de células T cooperadoras (T helper) no afe£ 
adas. .
Al relacionar la sobrevivencia de los animales con 
la respuesta inmune, se observé como, g e n e r a l m e n t e , los cerdos £o 
revivientes pre sentaban niveles de anticuerpos superiores a los 
ue murieron, asi como la respuesta funcional de los linfocitos T 
B de los primeros era también muy superior. Existia pues, una
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aparente correlacidn entre ambos parâmetros. Sin embiargo, tres 
cerdos que sobrevivieron a la infeccidn, presentaban una respue^ 
ta humoral muy baja, siendo normal su respuesta celular. Result^ 
dos similares han sido puestos de manifiesto por Ruiz Gonzalvo 
et a l , (1981), el cual observd como animales inoculados con virus 
atenuados de PPA y reinfectados con el homdlogo virulente, po - 
dian sobrevivir a estas infecciones a pesar de presenter niveles 
muy bajos de anticuerpos.
Actualmente todavia queda oscuro el mecanismo de 
la superviveneia de los animales con niveles muy bajos de anti - 
cuerpos o en ausencia total de ellos, pero el mantenimiento de 
la respuesta celular observado en nuestros trabajos sugiere la 
participacidn de ésta en la defensa contra el virus.
Los estudios de fagocitosis llevados a cabo en los 
grupos de experimentos I y II, d e m o s traron la existencia de un 
gran paralelismo en los resultados obtenidos con todos los cerdos 
inoculados, a pesar de las diferencias viricas en los indculos 
utilizados. Se observd como la capacidad fag o c i t i c a , moni t o r izada 
mediante la ingestidn de particules de Latex y la liberacidn en- 
zimâtica, se encontraba afectada de forma muy significative en el 
monocito durante la infeccidn con los diferentes virus estudiados 
en este trabajo, independientem e n te del grado de virulencia en é^ 
tos. No obstante, la severidad de la inmunosupresidn fagocitica 
en el monocito présenta una relacidn paralela con la virulencia 
del virus inoculado. Asi, fue mâs severa en los cerdos inoculados 
con los virus Esp. 79 y Lis. 60, que en los inoculados cor Los v^  
rus Brasil, Repdblica Dominicana. Por el contrario ningdn tipo de 
alteracidn en la capacidad fagocitaria y funcional d e 1 Poiimorfo- 
nuclear neutrdfilo en ninguno de los cerdos inoculados cor los djL 
ferentes virus, manteniéndose valores siempre semejantes s los b^ 
sales y animales control.
Los resultados observados en estos estudios de fa- 
gocitosis del monocito se correlacionan con la accidn del virus
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sobre ésfca célula por las que el virus tiene un t-ropismo select^ 
v o . Se conocla desde los trabajos de Malmquist y Hay, {I960), que 
los monocitos son seriamente afectados por el VPPA, en los cuales 
el virus se replica y produce efecto citopâtico. Esta accidn de 1 
VPPA sobre los monocitos también ha sido descrita por Wardley y 
Wilkinson, (1977), y por Enjuanes et al, (1977), utilizando este 
Ultimo autor monocitos de diferentes especies animales.
Todos estos datos se correlacionan a su vez con lo 
observado p or nosotros en los estudios sobre la infeccidn "in v i ­
tro" de los PMM y M-M con virus de PPA. En estos trabajos se ha 
podido demostrar como el virus se replica en los M-M produciéndo- 
se efecto citopâtico. Por el contrario, no hay ninguna evidencia 
sobre posibles acciones d e 1 virus en los PMN.
Quizâ sea también interesante destacar que en los 
estudios de fagocitosis no se pudieron encontrar cantidades de - 
tectables de g l u c o r o n i d a s a , mediante la técnica descrita por Brijt 
tinger et a l . , (1968), ni èn los monocitos ni en los polimorfonu
cleares neutrdfilos de ninguno de los cerdos analizados en estos 
experimentos. Por lo que al parecer, esta especie animal no debe 
tener cantidades mesurables de esta enzima.
En el érea de la I n m u n o p a t o l o g f a , los datos obtenJL
dos en los cerdos estudiados en este trabajo demuestran una dism^
nicidn en los niveles del complemento c i r c u l a n t e . Esta disminu - 
cidn esté correlacionada a su vez con là presencia de inmunocom- 
plejos de depdsito en rihdn formados por antlgeno e ZgG asi como 
por C3. La aparicidn de estos inmunocomplejos podria estar moti- 
vada por la presencia simultânea de virus y anticuerpos.
La disminucidn del complemento en el torrente cir-
culatorio es debida a la reaccidn de sus diferentes componentes
con los i n m u n o c o m p l e j o s , tanto circulantes como de depdsito. La 
disminucidn d e 1 complemento circulante ha sido también descrita 
por Cochrane et al., (1973) en otros modelos de enfermedades viri
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cas. Por otra parte el desccnso de los niveles de complemento 
circulante también coincide con la aparicidn de reacciones del 
antlgeno del VPPA con la IgE que se encuentra en la superficie 
del basdfilo dando lu g a r a l a  liberacidn del Factor de Agregacidn 
plaquetaria y aminas vasoactivas.
Con el fin de poder estudiar la existencia de am^ 
nas vasoactivas a través de las reacciones inmunoldgicas del an ­
tigeno de VPPA se utilizô el modelo de anticuerpos unidos a la 
superficie del basdfilo. En la mayorla de las especies el tipo 
de anticuerpo que se encuentra unido a esta célula es de la cla­
se IgE o alguna subclase de IgG. Dado que los leucocitos utiliz^ 
dos en nuestros estudios fueron lavados i n ten s amente para evitar 
la presencia de cualquier anticuerpo que no estuviera unido a la 
superficie celular, inmunocomplejos circulantes, factores de co^ 
g u 1 ac i d n , o cualquier otra proteina del suero con capacidad de 
respuesta, se puede admitir que las m o l é c u 1 as présentes en la su­
perficie celular deberfan ser exclusivaroente inmunoglobu 1 inas de 
la clase IgE.
Aunque, en la especie Humana se ha podido demos - 
trar que los macrdfagos y neutrdfilos liberan PAF sin necesidad 
de reacciones inmunoldgicas, Sânchez Crespo et al, (1980), en el 
caso del basdfilo la activacidn tiene que ser necesariamente inra^ 
noldgica, es decir, reaccidn del antigeno con las inmunoglobu 1 i - 
nas de su superficie para que la degranulacidn se produzca y por 
tanto la liberacidn de PAF.
La reaccidn de liberacidn de PAF observada en este 
trabajo sugiere que los cerdos infectados con el VPPA producen 
IgE especf f ica frente al antigeno que se une a la superficie de 
los basdfilos, liberando estos ultimos los raediadores de accidn 
vasoactiva y, més concretamente el citado PAF, el cual agrega las 
plaquetas que a su vez liberan grandes cantidades de serotonina 
tal como ha sido d e mostrado en este trabajo. Este mecanismo se ha 
descrito como un factor importante para el depdsito de inmunocom
117
plejos, Benveniste et al, (1974).
Es importante destacar el paralelismo entre la 1^ 
beracidn de PAF, la aparicidn de los inmunocomplejos renales y 
la disminucidn del complemento circulante. Estos fendmenos apar^ 
clan més évidentes entre la cuarta y quinta semana PI. En el glo 
mérulo, ademés de la ya mencionada IgG y C 3 , aparecla antigeno 
viral, aunque no se observaron lesiones histoldgicas de glomeru- 
lonefritis, quizés debido al corto periodo de tiempo transcurri- 
do. Estudios realizados por Oldstone et al, (1971 y 1972), tam - 
bién han evidenciado, en otras enfermedades viricas, la presen - 
cia de inmunocomplejos de depdsito sin lesiones histoldgicas de 
g l o m e r u l o n e f r i t i s .
Los inmunocomplejos observados en el transcurso de 
estos experimentos se asemejan a los descritos por N. Cheville et 
al, (1970), en la infeccidn experimental de PPC.
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V. CONCLUSIONES
1.- En todos los animales infectados con los virus utilizados 
en este trabajo, se confirmé la presencia simultânea de vi^ 
remia y anticuerpos especificos de la clase IgG.
2.- En los cerdos adultos inoculados con los virus de la R e p d ­
blica Dominicana y Brasil se observé IgM especlfica a los
4 y 8 dias PI, no siendo detectada ésta inmunoglobulina en 
los cerdos adultos inoculados con las cepas Lisboa 60 y Es 
. paAa 79, como tampoco en los lechones.
3.- Las diferencias del grado de virulencia entre las cuatro
cepas ensayadas, solamente pudieron ponerse en evidencia en 
los cerdos adultos, mientras que en los lechones todas se 
comportaron como cepas de alta virulencia.
4.- La aparicién de leucopenia linfocftica fué constante en to­
dos los animales inoculados, siendo mayor su intensidad en 
los cerdos infectados con los virus de alta virulencia.
5.- En todos los ensayos realizados con los diferentes virus, 
la linfopenia afecté con mayor intensidad a los linfocitos 
formadores de roseta (células T) que a los linfocitos con 
inmunoglobulinas de superficie (células B).
6 .- La capacidad funcional de los linfocitos T y B, medida por 
la respuesta bléstica inducida por m i t ô g e n o s (Fitohe m a g l u t ^  
nina y Lipopolisacérido ),présenté una marcada supresién en 
las células T, conservéndose normales los valores de las 
células B.
7.- La intensidad de la inmunosupresién a nivel de las células 
T observada en la respuesta bléstica con Fitohemaglutinina 
fué més acusada en los cerdos inoculados con las cepas de 
mayor virulencia.
8 .- Los linfocitos de los cerdos inoculados con los virus de ba
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ja virulencia, presentaron respuesta bléstica positiva con 
el antigeno de PPA, mientras que dicha respuesta bléstica 
no se observd en los linfocitos procédantes d e ^cerdos ino­
culados con las cepas de alta virulencia.
9.- En los cerdos supervivientes a la inoculacidn con cepas de
baja virulencia o virus atenuado, la inmunosupresidn de la 
respuesta bléstica fué notablemente menos acusada que en 
los cerdos que murieron a consecuencia de la infeccidn con 
cepas de alta virulencia. Asl mismo, la respuesta humoral 
especlfica (IgM e IgG) fué también mayor en los supervivieii 
tes .
0.- La capacidad fagocitica de los monocitos de cerdos infecta­
dos con los diferentes virus de PPA ensayados se encontrd 
muy disminuida, en tanto que dicha funcidn se conservé n o r ­
mal en los polimorfonucleares neutrdfilos.
1.- Los niveles de complemento circulante disrainuyeron ostens^ 
blemente en los cerdos inoculados con el virus atenuado 
(Espafia 75) entre las 2 y 3 semanas PI, pasando de valores 
basales de 100-150 unidades CH50/ml. a 30-70 unidades CH50/ 
m l .
2.- En la infeccidn de la PPA se demostrd la presencia de IgE 
especlfica y liberacidn de altos niveles del Factor de Agre 
gacidn P l a q u e t a r i a .
3.- En los ensayos con el virus de la PPA atenuado, la infec - 
cidn se acompafld de depdsitos de inmunocomplejos (IgG + C3 + 
+ Ag) a nivel de los glomérulos del rindn, sin alteraciones 
histoldgicas en la fase evolutiva analizada.
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VI. RESUMEN
En esta tesls se han estudiado algunos de los p arâmetros mâs 
importantes de la respuesta inmune durante la infeccidn con dife­
rentes virus de la Peste Porcina Africans. Los trabajos fueron eii 
caminados a cubrir diverses aspectos de la respuesta humoral, c e ­
lular e inmunopatologfa que no habfan sido analizados hasta la f^ 
cha en esta enfermedad del cerdo.
Los virus de PPA estudiados fueron Espana 75, parciaImente 
atenuado, Lisboa 60, Espana 79 (de alta virulencia) y los aislados 
de Brasil y Repdblica Dominicana (de baja virulencia). Asl mismo, 
un grupo de animales fue inoculado con el virus de la Peste P o r c i ­
na Clâsica para poder estudiar paraielamente las posibles d i f e r e n ­
cias entre las dos Pestes del cerdo.
Los animales utilizados en los diferentes experimentos fueron 
cerdos adultos con pesos comprendidos entre los 40 y 45 kg y lecho^ 
ne s extraldos mediante cesérea y mantenidos en ambiante estéril sin 
alimentar con calostro raaterno.
La infeccidn con los diferentes indculos vfricos se realizd s 
multâneamente por via oral e intranasal y las muastras de sangre 
para los distintos anâlisis fueron tomadas en el dia cero (antes de 
la inoculacidn) y cada 4 o 7 dias, segdn el e x p e r i m e n t o . En todos 
los grupos de animales se estudid la évolue idn cllnica de la infec­
cidn y la presencia de virus en sangre.
En el ârea de la respuesta humoral se determind el nivel de 
las inmunoglobulinas IgG e IgM especificas del virus de la PPA m e ­
diante la inmunofluorescencia indirecte y el e n z i m o i n m u n o e n s a y o , 
asl como la valoracidn indirecte de la IgE especlfica por medio de 
la liberacidn del Factor de Activacidn de las Plaquetas.
Los aspectos de la respuesta de base celular estudiados fue - 
ron la cuantificacidn de leucocitos y linfocitos totales, asl como 
la identificacidn y cuantificacidn mediante los receptores e speci­
ficos, de las subpoblaciones de linfocitos T y B. Se valord la ca-
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pacidad funcional de los linfocitos T y B por la induccidn blâst^  
ca especlfica frente al antfgeno de PPA e inespecffica con mitdge^ 
nos. S i m u l tâneamente se valord la capacidad fagocftica "in vitro" 
de los monocitos y polimorfonucleares neutrdfilos, de los difere^ 
tes animales, mediante la ingestidn de particules de Latex y Zymo 
san y la valoracidn de las enzimas especificas liberadas. Dentro 
de esta misma ârea se estudid la infeccidn "in vitro" con el virus 
de la PPA de poblaciones parcialmente purif icadas de linfocitos, 
monocitos y polimorfonucleares neutrdfilos obtenidos de cerdos nor^ 
maies control.
En el ârea de la inmunopatologfa se estudiaron los niveles 
de complemento circulante y la liberacidn del Factor de Agregacidn 
de las Plaquetas. Esta ültima determinacidn se realizd mediante la 
reaccidn del antigeno de la PPA con la IgE de los basdfilos. Por 
dltimo y también dentro de esta ârea se detectaron inmunocomplejos 
de depdsito en el riîtdn de varios cerdos. Los cortes renales fue - 
ron teflidos con sueros de conejo, marcados con f l u o r e s c e i n a , anti 
IgG y Cj porcino asi como anti virus de la PPA.
Los resultados de las inoculaciones de animales jdvenes con 
cepas de alta y baja virulencia para los cerdos adultos demostra- 
ron que en los lechones todas las cepas ensayadas presentaron a l ­
ta virulencia sin ninguna diferencia de patogenicidad entre ellas.
En el ârea de respuesta humoral se confirmé la presencia s 
multânea en sangre de IgG y virus. De otra parte fue detectada la 
presencia de IgM especlfica a los 4 y 8 dias PI en los cerdos adu^ 
tos inoculados con las cepas Brasil y Repdblica Dominicana. La rea^ 
cidn del antigeno de la PPA con los leucocitos polinucleares b a s d ­
filos a nivel de membrana celular sugieren la presencia de IgE e s- 
p e c i f i c a .
En el ârea de la respuesta inmunitaria de base celular se 
confirmé la presencia de leucopenia linfocitica y fue determinado 
que la intensidad de la mencionada leucopenia estaba en estrecha
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relacidn con el grado de virulencia del virus_.inoculado, As! m i ^  
mo fue establecido que la linfopenia se debla a la disminucidn de 
los linfocitos T. Funcionalmente también fue observada una mayor 
inmunosupresidn en los linfocitos T que en los B. Los resultados 
de los estudios de la capacidad fagocltica del m o n ocito y polimor^ 
fonuclear demostraron la disminucidn de la capacidad fagocltica 
del monocito, mientras que no se observaban cambios de importancia 
en el polimorfonuclear neutrdfilo. Estos hallazgos funcionales de 
la capacidad fagocltica fueron ampliados con el estudio de l a .in­
feccidn "in vitro" de las células fagoclticas con el virus de la 
PPA comprobéndose el gran paralelismo entre ambos resultados.
Fue establecido cierto grado de relacidn entre la respuesta 
humoral y celular en las infecciones estudiadas, asl como el para 
lelismo existante entre ambas respuestas y la sobrevivencia a la 
infeccidn con los distintos virus ensayados.
De los estudios en el érea de la inmunopatologfa caben desta^ 
car los hallazgos de la disminucidn del complemento circulante y 
el aumento importante de 1 Factor de Activacidn de las Plaquetas. 
Estas modificaciones coincidieron con la presencia de inmunocomple^ 
jos de depdsito de IgG, de y de antlgeno viral en el rifldn de 
los animales estudiados, si bien no fue observada ninguna lesidn 
h i s t o l d g i c a , a nivel renal, en el periodo evolutivo a n a l i z a d o .
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